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INTRODUCCION
Introducción
1.- LA LUCHA CONTRA PLAGAS DE INSECTOS.
1.1.- Los insectos ¿beneficiosos o perjudiciales?.
La evolución sufrida por el ancestro primitivo de insectos desde el Devónico, 
durante 350 millones de años, ha llevado a la aparición de un gran número de especies 
(Rockstein, 1973). Existen aproximadamente un millón de especies de insectos descritas, y 
otras muchas sin describir. Este amplio número representa un éxito en la evolución en cuanto 
a sus diferentes hábitats de vida y a la variedad de nichos ecológicos que pueden ocupar, 
consecuencia de la gran capacidad de reproducción, de su versatilidad ecológica y de la 
facilidad de dispersión, entre otras. Un ejemplo ilustrativo lo constituye la mosca de la fruta 
(Ceratitis capitata), que al parecer es originaria de la zona del Atlas marroquí (África 
occidental). Inicialmente invadió las costas del Mediterráneo y posteriormente se detectó su 
presencia en el resto del continente europeo y en el continente americano. Actualmente se 
encuentra distribuida prácticamente por la totalidad de las zonas tropicales del planeta.
Así, los insectos no sólo habitan la superficie de la tierra y el agua sino también el 
exterior y el interior de otros organismos, tanto plantas como animales (Rockstein, 1973). 
Su incidencia sobre la actividad humana es muy importante puesto que no sólo aportan 
materias primas (miel, seda), intervienen decisivamente en la polinización de muchas plantas 
y contribuyen al mantenimiento de sistemas ecológicos, sino que también son los causantes 
directos de enfermedades en el hombre y animales domésticos. Además, con la implantación 
de la agricultura, y en general del monocultivo animal o vegetal, se favoreció el ataque de los 
insectos a los cultivos y productos almacenados, amenazando seriamente sus alimentos y su 
economía, tanto por el daño de las cosechas y bosques como por las cantidades de dinero 
destinadas por los agricultores a luchar contra los insectos (Vives de Quadras, 1988).
1.2.- Métodos de control de plagas.
1.2.1. Métodos tradicionales.
En un principio las únicas posibilidades de lucha contra insectos consistían en su 
destrucción física o en la utilización de métodos indirectos de control, como métodos de 
cultivo: adelanto o retraso de la siembra para disminuir la incidencia de una plaga 
determinada, alternancia de cultivos para evitar la excesiva proliferación de algún insecto, 
inundaciones del terreno para destruir larvas de insectos del suelo, utilización de variedades 
de plantas resistentes, etc.
Pero estos métodos no son efectivos, puesto que de haberse mantenido como 
únicos medios para combatir las plagas, no se podría alimentar a la población mundial de
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nuestro siglo; además, también hay que tener en cuenta que es necesario combatir las 
enfermedades del hombre y del ganado transmitidas por insectos (Vives de Quadras, 1988; 
Hodgson y Kuhr, 1990).
Poco a poco se fueron conociendo sustancias que al ser ingeridas, inhaladas o 
depositadas sobre los insectos provocaban su muerte: son las sustancias conocidas como 
insecticidas (Alfaro, 1966; Primo y Carrasco, 1980; Liñán, 1981; Vives de Quadras, 1988).
1.2.2.- Insecticidas convencionales o de amplio espectro.
I.2.2.I.- Primera generación de insecticidas.
Los primeros compuestos químicos usados como plaguicidas fueron inorgánicos, 
tales como los arsenicales, productos de muy elevada toxicidad en el hombre, algunos de 
ellos muy fitotóxicos, que son venenos estomacales, y los fluorados, no tan tóxicos para el 
hombre, pero con algunos problemas de fitotoxicidad y de aplicación, y que también actúan 
por ingestión. En general, los iones metálicos de muchos insecticidas inorgánicos 
permanecen activos durante largos periodos, particularmente en el suelo, permaneciendo 
mucho tiempo después de la aplicación inicial. Esta actividad persistente, junto con su 
ineficacia como venenos de contacto, ha disminuido su uso. Actualmente algunos siguen 
usándose hoy en dia, como por ejemplo, el arsenito sódico, para tratamientos invernales en 
viñas, y el fluosilicato y la criolita en la preparación de cebos insecticidas.
El hecho de que algunas plantas presenten actividad biológica, y se defiendan de 
algunos insectos, se conoce desde la antigüedad, y tradicionalmente se han aprovechado sus 
componentes activos como insecticidas (Hodgson y Kuhr, 1990). Los más utilizados son la 
nicotina, la rotenona y el pelitre, que actúan por contacto e ingestión, y aceites insecticidas 
generalmente de origen mineral, derivados del petróleo o de la hulla. Normalmente su modo 
de acción es por asfixia del insecto y algunos son fitotóxicos (aceites de invierno).
Algunos extractos de plantas, como la rotenona y el extracto de pelitre, que habían 
sido ampliamente utilizados, se convirtieron en el origen de nuevas series de productos 
activos obtenidos mediante síntesis química dirigida. Éstos han formado parte de las nuevas 
generaciones de moléculas activas, cuyo ejemplo más ilustrativo lo constituyen los derivados 
del extracto de pelitre. En una primera generación se obtuvieron las piretrinas naturales, 
capaces de actuar sobre el sistema nervioso y, a partir de las mismas, en una segunda 
generación, los piretroides, con el mismo tipo de actividad pero mucho más estables. En 
general, se trata de productos muy tóxicos para insectos y peces, pero son los que presentan 
menor toxicidad para mamíferos de entre todos los insecticidas mencionados hasta ahora,
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sobre todo si tenemos en cuenta sus bajas dosis de utilización. El único inconveniente reside 
en la poca selectividad frente a la fauna útil (Lehaey, 1985).
1.2.2.2.- Segunda generación de insecticidas.
Posteriormente comenzaron a surgir los insecticidas químicos orgánicos. El 
descubrimiento de las propiedades del insecticida organoclorado DDT 
(diclorodifeniltricloroetano), por Mueller, de la compañía química suiza Geigy, en 1939 
(Hodgson y Kuhr, 1990) , marcó una revolución en la lucha contra las plagas; con él 
apareció la segunda generación de pesticidas. Su bajo coste, su amplio espectro de actividad 
insecticida por contacto, su toxicidad selectiva, persistencia y de fácil formulación hicieron 
de él el insecticida más usado durante muchos años. Además, con el DDT se abrieron las 
puertas a los insecticidas de síntesis. Entre los años 40 y 50 se introdujeron otros 
organoclorados como el lindano, aldrín, dieldrín, endrín, clordano, heptacloro y endosulfán, 
que son venenos nerviosos solubles en lípidos, algunos más tóxicos para los mamíferos que 
el DDT, tienen una baja degradabilidad lo que les hace ser muy persistentes y de larga 
duración, se acumulan en los tejidos grasos y por tanto a lo largo de la cadena trófica.
Estos inconvenientes indujeron la aparición de los organofosforados o compuestos 
orgánicos fosforados, de menor duración que los anteriores y con una toxicidad en 
mamíferos muy variable, ya que existen compuestos de alta toxicidad (paratión) y otros que 
la poseen relativamente baja (malatión, bromofós). Pueden ser tóxicos por contacto, 
inhalación o ingestión, produciendo una inhibición de la acetilcolinesterasa y como 
consecuencia una parálisis tetánica.
A principios de la década de los 50 aparecieron los carbamatos, de variable 
toxicidad hacia los mamíferos. Son venenos nerviosos que actúan también inhibiendo la 
hidrólisis de la acetilcolina. Su espectro de actividad insecticida es, en general, más 
diversificado que el de los fosforados, siendo extremadamente tóxicos para himenópteros 
(abejas y avispas). Compuestos de este grupo tienen propiedades fungicidas y herbicidas.
1.2.2.3.- Ventajas e inconvenientes de los insecticidas convencionales.
El uso de los insecticidas químicos inorgánicos, orgánicos o de síntesis empleados 
tradicionalmente en la lucha contra insectos de interés agrícola, forestal o médico-veterinario, 
ha contribuido a la obtención de un mayor rendimiento económico de las cosechas y a la 
extinción de enfermedades propagadas por insectos, como, por ejemplo, el tifus 
exantemático durante la II Guerra Mundial o la malaria en el frente oriental. El bajo coste en 
la producción de estos insecticidas y su fácil transporte hace que estos compuestos sean 
imprescindibles para combatir las plagas (Menn y Beroza, 1972), tanto aquellas que atacan
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directamente a las cosechas, como las que constituyen los vectores de transmisión de 
enfermedades contagiosas.
A sus ventajas indiscutibles, como eficacia, facilidad de uso, economía de 
producción, facilidad de transporte y distribución, almacenamiento en espacios reducidos, 
etc., se unen una serie no menos importante de inconvenientes, tanto para las especies 
vecinas al insecto que se pretende combatir, como para el resto de animales y ecosistema en 
general. Los inconvenientes de estas sustancias, que actúan sobre el sistema nervioso 
central, el tubo digestivo o el proceso respiratorio por mecanismos de acción generalizados 
en el reino animal, en determinadas ocasiones pueden superar de modo definitivo a sus 
indudables ventajas, puesto que ponen en peligro una gran diversidad de seres vivos, 
incluido el hombre, haciendo desaconsejable, cuando no imposible, su empleo (Margalef, 
1980).
Básicamente los principales inconvenientes del empleo de plaguicidas químicos 
pueden resumirse en:
a) Acción tóxica indiscriminada sobre el medio ambiente en todas sus posibles 
consideraciones, incluido el hombre.
A pesar de que la industria de la maquinaria agrícola ha perfeccionado las técnicas y 
los equipos de aplicación, la cantidad de plaguicida que alcanza su objetivo es reducida. La 
mayor parte del insecticida se acumula en los alrededores de las aplicaciones, envenenando 
potencialmente las especies que no constituyen plaga, con lo cual provocan considerables 
daños medioambientales, en atmósfera, aguas, tanto superficiales como subterráneas, y 
suelo.
Los insecticidas convencionales actúan indiscriminadamente sobre especies que 
tienen un lugar irreemplazable en el ecosistema y que son, en muchos casos, beneficiosas, y 
también sobre depredadores de otros insectos que pueden convertirse en una nueva plaga tras 
la ausencia de sus enemigos naturales. Ehler y Endicott (1984) encontraron que la población 
de cóccidos del olivo aumentó después de tratar con malatión para eliminar la mosca de la 
fruta mediterránea. Esto era debido a que se produjo una reducción drástica de los parásitos 
de los cóccidos que los habían mantenido bajo control durante mucho tiempo. Así pues, en 
primer lugar, la aplicación de insecticidas reduce la diversidad de especies, pero, a 
continuación, puede hacer resurgir una plaga por eliminación de sus enemigos naturales o 
puede eliminar los controles naturales primarios de un artrópodo diferente pasando a 
constituir éste una plaga secundaria.
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En el suelo, los residuos de insecticidas pueden causar cambios significativos en el 
tipo y número de microorganismos (Brady, 1982), de forma que se seleccionan microbios 
capaces de utilizar insecticidas y herbicidas como nutrientes.
Los insecticidas también influyen sobre el crecimiento de las plantas, por ejemplo, 
el metomil y la permetrina deprimen la fotosíntesis de las semillas de lechuga en un 80% 
(Sanees et al, 1981).
Una vez en el organismo, el insecticida puede ser metabolizado, quedar almacenado 
en los tejidos o ser excretado sin sufrir cambio alguno. La metabolización a veces aumenta la 
toxicidad. Así, la oxidación de los insecticidas tiofosforados los convierte en inhibidores más 
potentes de la acetilcolinesterasa. Algunos plaguicidas solubles no se metabolizan fácilmente 
y quedan almacenados en el tejido adiposo, concentrándose cada vez en mayor proporción a 
lo largo de la cadena trófica, desde el plancton hasta los depredadores que ocupan los últimos 
eslabones de las pirámides ecológicas. Por ejemplo, el DDT, uno de los insecticidas más 
efectivos, pero también uno de los más persistentes, se ha encontrado en la fauna de la zona 
ártica, donde nunca se ha aplicado (Primo, 1991).
Los insecticidas químicos convencionales comprenden una gran variedad de 
productos que difieren en su modo de acción sobre el hombre. La absorción de los 
insecticidas se realiza por la piel, por inhalación y por ingestión. Los plaguicidas liposolubles 
y, en cierta medida los hidrosolubles, se absorben a través de la piel. Las heridas y 
abrasiones pueden facilitar la absorción cutánea. Este tipo de absorción tiene especial interés 
en los países en vías de desarrollo, donde, a menudo, para su aplicación, no se dispone o no 
se hace uso de ropa protectora adecuada (Jeyaratnam, 1987). Mediante la inhalación se 
absorben los vapores de insecticida o las microgotas de los aerosoles. La ingestión de 
insecticida se produce por consumo de alimentos contaminados. Además de la contaminación 
directa causada por las aplicaciones de plaguicida a las cosechas, los alimentos pueden 
resultar contaminados al tratar animales contra vectores transmisores de enfermedades o por 
ingerir, estos animales, residuos de insecticidas presentes en la hierba o en los piensos, o por 
el uso de plaguicidas durante el almacenamiento y/o el transporte de las cosechas.
b) Inducción de insectos resistentes a los insecticidas.
De todos los inconvenientes mencionados, el más problemático ha sido el desarrollo 
de resistencia de los insectos a los productos convencionales. El primer caso documentado 
de resistencia a insecticidas fue el de los cóccidos de cítricos a la cianida, a principios del 
siglo XX (Melander, 1914). Hasta la llegada de los insecticidas orgánicos sintéticos 
solamente se conocían 12 casos. Desde el final de la década de los 40, han desarrollado 
resistencia a pesticidas alrededor de 400 especies de insectos, entre las que están las más
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importantes plagas del mundo, y la lista parece estar creciendo exponencialmente (Dover y 
Croft, 1986).
El continuo y repetido uso de productos químicos contra una plaga ha favorecido el 
desarrollo de razas resistentes que no se ven afectadas por las dosis que previamente eran 
eficientes para su control. La resistencia a compuestos de amplio espectro es seria y muy 
problemática debido a la permanencia de estos productos en el medio y al hecho de que no 
son específicos, con lo cual también puede desarrollar resistencia una especie no diana. Este 
es el caso del ácaro rojo europeo sobre manzanas, que es resistente a insecticidas químicos 
aplicados contra la polilla de una variedad de manzana o de Heliothis spp. (gusano de los 
tomates), que es resistente a insecticidas contra el gorgojo de la cápsula del algodón (Menn y 
Hollingworth, 1985).
La resistencia se produce como consecuencia de un proceso de selección natural y 
su evolución representa un ejemplo fortuito de cambio evolutivo que ocurre en la naturaleza. 
El actual mecanismo de resistencia difiere entre diferentes especies. En muchos casos, existe 
una ruta metabólica que detoxifica productos orgánicos. En otros casos, los insectos, 
incluyendo especies de alimentación variada, poseen funciones oxidasas mezcladas o 
enzimas que catalizan la degradación de gran variedad de compuestos, incluyendo 
insecticidas que los insectos pueden encontrarse. La aparición de estas resistencias ha 
obligado a utilizar frecuentemente cantidades mayores de plaguicidas y a introducir otros 
nuevos y más potentes, cuya acción peijudicial puede llegar a ser mayor (Hom, 1988a).
Así pues, aunque los inconvenientes son más importantes que las ventajas, hasta 
que el hombre no consiga acabar con las plagas que le ocasionan daños o pérdidas 
económicas importantes, seguirá usando plaguicidas. Lo que se intenta actualmente es 
adecuar su uso para nuevas estrategias de lucha. Pero, sobre todo, la tendencia actual en la 
investigación y desarrollo se orienta hacia productos no contaminantes, fisiológicamente 
selectivos y menos persistentes (Vives de Quadras, 1988).
1.3.- O tras estrategias de lucha contra plagas de insectos.
Con la utilización de los insecticidas químicos de síntesis pronto aparecieron 
problemas como la ya mencionada inducción de resistencia en los insectos, introducción de 
desequilibrios ecológicos en los ecosistemas agrícolas, contaminación del medio ambiente y 
presencia de residuos tóxicos en los vegetales tratados.
Aparecieron así diferentes estrategias de lucha contra insectos. El primer sistema de 
aplicación de plaguicidas fue la lucha sistemática en la que se utilizaban los productos sin 
tener en cuenta la evolución de las plagas en cada zona y año, y en muchos casos sin que la
7
Introducción
plaga estuviera realmente presente. El tratamiento usual de las plagas ha sido el empleo 
abusivo y continuado de pesticidas químicos de síntesis, especialmente compuestos 
organoclorados. Asi, se han encontrado efectos acumulativos de estos compuestos en los 
medios naturales y en las cadenas tróficas, que tienen un impacto ecológico crónico sobre el 
resto de los seres vivos, incluida la especie humana (Zilberman et al, 1991).
Un importante adelanto lo constituyó la lucha dirigida, que consiste básicamente 
en un seguimiento de la evolución de la plaga con el fin de determinar el momento oportuno 
de tratamiento. Este sistema representa una ventaja sobre la lucha sistemática, pero no 
elimina de forma total los inconvenientes de la utilización de plaguicidas.
En la moderna concepción de lucha contra plagas se pretende combinar los métodos 
biológicos y la utilización racional de los insecticidas químicos, de tal manera que sólo entre 
en contacto con éstos la especie que queremos combatir. No se trata de eliminar totalmente la 
plaga sino de reducir la población de insectos a unos límites que no produzcan daños 
económicos, y conseguir, con ello, la menor perturbación ecológica y toxicológica del medio 
ambiente. Esta aproximación al problema se llamó inicialmente control integrado, más tarde, 
se definió como control de plagas y hoy en día es tratado como control integrado de 
plagas.
Evidentemente, este es el sistema de lucha del futuro, pero requerirá una mayor 
asistencia técnica a los agricultores y una creciente utilización de insecticidas biorracionales, 
así como otros métodos alternativos de control que obvien los efectos secundarios de los 
insecticidas convencionales.
1.4.- Nuevos métodos de control de plagas: insecticidas
biorracionales.
1.4.1.- Tercera generación de pesticidas: reguladores del crecimiento de insectos y 
semioquímicos.
Durante los últimos años se ha desarrollado un nuevo tipo de insecticidas, que no 
tiene los inconvenientes de los convencionales: son los insecticidas biorracionales. Se trata 
de compuestos químicos que alteran los procesos químicos y/o de comunicación específicos 
de insectos y a los que Williams (1967) denominó Tercera Generación de Plaguicidas.
Aunque a continuación hablaremos fundamentalmente de tres tipos de insecticidas 
biorracionales (análogos y antagonistas de la hormona juvenil, inhibidores de la formación 
de la cutícula y feromonas), existen otros como: agonistas o antagonistas de otras hormonas 
endocrinas (ecdisona u hormona de la muda), compuestos defensivos de plantas contra
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insectos (repelentes, antialimentarios) y antagonistas de feromonas, que también perturban 
las funciones específicas de los insectos.
1.4.1.1.- Miméticos y antagonistas de la hormona juvenil.
Este nuevo tipo de productos comenzó a surgir con el descubrimiento por Slama y 
Williams (1965) de la juvabiona (ésíer metílico del ácido todomáutico), un compuesto 
extraído del abeto americano, Abies balsamea, y presente en todas las pastas de papel de 
origen americano. Tóxico para los insectos de la especie Pyrrhocoris apterus, por su acción 
agonista de la hormona juvenil, inhibe fundamentalmente la metamorfosis de los insectos y 
produce individuos imperfectos con caracteres larvarios e incapaces de sobrevivir.
Algunos productos miméticos de la hormona juvenil, como el metopreno, el 
kinopreno, etc., no son tóxicos para animales superiores (Bagley y Bauerfeind, 1972; Sidall 
y Slade, 1974), además de ser activos en muy pequeñas cantidades, con lo que pueden ser 
usados a concentraciones menos elevadas que los insecticidas de síntesis. Presentan una 
elevada especificidad y al mismo tiempo no contaminan el medio ambiente.
Aunque se han descubierto muchos miméticos o agonistas de la hormona juvenil 
procedentes de extractos vegetales, éstos sólo han resultado un éxito en el control de aquellas 
plagas que producen sus daños en un momento determinado del desarrollo de los insectos, el 
estado adulto (Williams, 1976).
Por el contrario, cuando la plaga produce los daños a nivel de larva o ninfa, el 
tratamiento puede ser contraindicado pues pueden dar lugar a otros estadios larvarios, más 
voraces, de forma que cuando el producto (hormomimético) consigue controlar la plaga, ya 
se ha producido el daño.
Bowers, en 1976, ensayando diversos extractos de la planta Ageratum 
houstonianum, encontró dos productos que producían, en los insectos, efectos opuestos a la 
hormona juvenil, los llamados precocenos. Son antijuvenoides por su capacidad de inhibir o 
destruir los corpora allata y así inhibir la producción de dicha hormona, de forma que, 
aplicados en estado larvario, provocan una metamorfosis precoz antes de que se cumplan las 
últimas mudas, produciéndose insectos pequeños e inmaduros, incapaces de reproducirse y 
que mueren pronto. Por otro lado, su efecto sobre los adultos también es muy notable, 
puesto que produce la esterilidad de las hembras por bloqueo de su oogénesis (Bowers y 
Martínez Pardo, 1977; Messeguer, 1988; Casas y Messeguer, 1988).
Por el contrario también es una realidad que los precocenos presentan un margen 
relativamente estrecho de actividad frente a los diversos órdenes de insectos. De hecho, sólo
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determinadas especies de heterópteros y ortópteros son realmente sensibles (Pener et al., 
1977; Schooneveld, 1981; Brooks et al., 1985). Los motivos de este pobre espectro de 
actividad continúan siendo oscuros, dado que no se ha podido establecer ninguna correlación 
entre algún indicador fisiológico o bioquímico y la sensibilidad de la especie considerada.
La aplicación de agonistas o antagonistas de la hormona juvenil al control de plagas 
ofrece en principio un método mucho más inocuo que los insecticidas clásicos, respetando 
depredadores y parásitos y permitiendo establecer un balance adecuado entre plagas y sus 
enemigos naturales, lo que convierte a estas sustancias en un elemento indispensable del 
control integrado.
1.4.1.2.- Inhibidores de la formación de la cutícula.
Otro aspecto de gran interés es el diseño de insecticidas que desorganizan la pared 
corporal o tegumento. Dicha pared conforma el cuerpo del insecto, está implicada en la 
formación de casi todos lo órganos sensoriales, actúa de esqueleto, es una barrera para agua, 
iones, patógenos e insecticidas y su estructura y composición, membrana basal, epidermis y 
cutícula no se observa en otros animales distintos de los artrópodos. Por tanto, estos 
compuestos son selectivos y no ponen en peligro otras formas de vida. El insecto depende de 
la integridad de la cutícula para llevar a cabo con éxito todos los procesos vitales de su 
desarrollo; por tanto, cualquier producto que interfiera en el mecanismo de formación de la 
nueva cutícula, inhibiendo la síntesis de alguno de sus componentes básicos, o alterando la 
estabilidad de su estructura, podrá ser incluido en programas de lucha contra plagas. Así, se 
han obtenido dos grupos de inhibidores de la síntesis de quitina, las benzoilfenilureas y las 
tiadiazinas.
Como inconvenientes pueden citarse su limitado campo de aplicación, su lentitud de 
acción y su larga persistencia en el medio, con lo cual protegen el cultivo; sin embargo, los 
residuos sólo representan una amenaza para las especies de insectos que compiten con la 
plaga por el mismo sustrato alimenticio.
1.4.1.3.- Feromonas.
Las feromonas son compuestos químicos que, emitidos por un organismo, 
provocan una reacción específica de comportamiento en otros miembros de la misma especie. 
Aunque existen muchos tipos de feromonas (de alarma, de pista, de agregación, disuasorias, 
etc.), son las sexuales las que más se han estudiado. Las feromonas representan, por su 
sensibilidad, especificidad y no toxicidad, una alternativa a la utilización de insecticidas 
convencionales para el control de plagas de insectos, bien porque producen confusión sexual 
en los machos o porque atraen gran cantidad de insectos. En todo caso el fin último de su
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utilización es reducir la población de la plaga por debajo del daño comercial, o simplemente 
vigilar la aparición de plagas o el desarrollo de su población.
Sin embargo, su uso requiere elevados costes que pueden limitar el número de 
plagas a tratar (las que ocasionan unas pérdidas económicas importantes). Así pues, las 
feromonas son especialmente útiles en programas de control integrado, reduciendo en gran 
medida la aplicación masiva de los insecticidas convencionales. Además, se podrían evitar 
los problemas de resistencia de las plagas a los insecticidas y de la disminución del nivel de 
poblaciones de insectos beneficiosos para el ecosistema (Reynolds et al, 1982; Guerrero, 
1988).
1.4.2.- Cuarta generación de insecticidas: insecticidas biológicos.
Desde los útimos diez o doce años se ha producido un renovado interés en el 
desarrollo de alternativas biológicas. Este interés se ha visto potenciado por una 
concienciación pública importante acerca de los efectos que sobre la salud y el medio 
ambiente producen los insecticidas sintéticos.
En los últimos años, las investigaciones concernientes a las enfermedades de los 
insectos han avanzado mucho y hoy se conocen muchas bacterias, virus y hongos 
entomopatógenos que se propagan en determinadas especies de insectos y que pueden 
reducir su población a límites tolerables o incluso anularla. Así, se han desarrollado 
insecticidas que contienen bacterias, virus u hongos como ingredientes activos. Estos son 
idóneos como insecticidas microbianos por varias causas fundamentales:
a) Son altamente patógenos y además bastante específicos para insectos diana, y en 
consecuencia no son nocivos para organismos no diana como los insectos 
beneficiosos, los animales domésticos y, el más importante, la especie humana.
b) Se transmiten fácilmente. Por ejemplo, las esporas de Bacillus popilliae germinan 
después de la ingestión y al cabo de 7-10 días la larva infectada contiene millones de 
bacterias que dan un aspecto lechoso a la hemolinfa. La larva estalla y las esporas se 
reparten por el suelo, pudiendo transmitirse a otros insectos (Hom, 1988b).
c) Son de fácil producción y almacenamiento. La formación de esporas es una ventaja 
en la formulación y aplicación debido a que permite el almacenamiento durante largo 
tiempo en forma latente, capaz de activarse cuando se aplica contra plagas.
d) Poseen estados infectivos que son resistentes a la inactivación por factores 
ambientales, lo cual favorece que se puedan aplicar del mismo modo que los 
insecticidas químicos convencionales.
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e) Son muy persistentes en el medio ambiente del insecto diana, durante largos 
períodos de tiempo, sin aplicaciones continuadas y de una manera dependiente de la 
densidad.
. f) Frecuentemente se aislan de la naturaleza. Bacillus thuringiensis vive de forma 
sapróñta en el suelo.
En general, los insecticidas biológicos no afectan a las plantas ni a los animales 
superiores y atacan a un número limitado de especies de insectos; por tanto ofrecen variadas 
posibilidades para combatir plagas importantes.
Sin embargo, existen algunos inconvenientes que impiden su uso potencial como 
pesticidas (Kawanishi y Held, 1990):
1) Muchos insecticidas microbianos no matan por contacto y en muchos casos se 
requiere la ingestión.
2) La especificidad, que es tan deseable desde el punto de vista de la salud, ecología y 
medio ambiente, es frecuentemente un inconveniente a causa de que limita su uso a 
unas pocas especies.
3) Baja efectividad como pesticida debido a la baja virulencia del agente, inactivación, 
activación lenta o una combinación de estos u otros factores, lo que requiere varias 
aplicaciones.
4) El coste alto de estos productos debido a la necesidad de procedimientos de 
fabricación caros. Bacillus thuringiensis se puede producir por fermentación, así su 
producción no es tan cara como la de Bacillus popillae, pero aún así el coste de 
Bacillus thuringiensis todavía excede al de los productos químicos de amplio 
espectro (Hom, 1988b).
Por ello, los recientes avances en biología molecular y en el conocimiento 
fundamental de la bioquímica, neurofísiología y neuroquímica de los insectos abren grandes 
posibilidades en este campo, ya que han servido para proporcionar secuencias de genes de 
noléculas bioactivas, que pueden ser transferidas a insectos a través de vectores víricos o 
bacterianos apropiados, o incorporadas directamente en las plantas diana y así evitar los 
nconvenientes de sus análogos naturales. La secuencia de genes podría ser natural del 
nsecto, como neuropéptidos o proteínas, o podrían ser secuencias que han sido modificadas 
para producir un análogo más activo de neuropéptido de insectos o proteínas. Esto 
jonduciría a lo que Hammock (1985) sugirió como insecticidas de la cuarta generación.
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1.4.2.1.- Micoinsecticidas u hongos entomopatógenos.
Desde hace tiempo se conocen los hongos como productores de enfermedades en 
insectos, contribuyendo a mantener en un nivel bajo la población de algunas especies. Esto 
ha hecho que sean ampliamente estudiados con el fin de utilizarlos como micoinsecticidas en 
cultivos agrícolas y explotaciones forestales (Gillespie y Claydon, 1989).
Las esporas de los hongos se adhieren a la cutícula de los insectos huéspedes y 
germinan, emitiendo hifas que penetran a través de ella, alimentándose de los fluidos 
corporales hasta que los agotan, produciendo la muerte del insecto. Luego el hongo espomla 
por falta de sustrato, actuando entonces como foco de una futura infección. Así se infectan 
generaciones sucesivas de insectos, pudiendo durar varios años. La acción insecticida de 
estos hongos también puede deberse a la producción de metabolitos tóxicos. Su efectividad 
depende de las condiciones medioambientales que prevalecen después de la aplicación de las 
esporas (temperatura, humedad, fotoperiodo, etc.).
Entre estos hongos entomopatógenos se encuentran Beauveria bassiana contra 
Leptinotarsa decemlineata (escarabajo de la patata) y Ostrinia tiubilalis (plaga en los cereales); 
Verticillium lecanii contra áfidos resistentes a los plaguicidas, etc.
1.4.2.2.- Virus entomopatógenos.
Se han descrito muchos virus causantes de enfermedades en más de 800 especies de 
insectos, pero sólo unos pocos han llegado a aplicarse comercialmente. La mayoría de ellos 
pertenecen a los Baculovirus (especialmente virus de la polihedrosis nuclear y virus de la 
granulosis), asociados únicamente con invertebrados, con lo cual no constituyen ningún 
riesgo para la salud humana.
1.4.2.3.- Bacterias entomopatógenas.
Las especies de bacterias que son patógenas para insectos, incluyendo las especies 
registradas como insecticidas microbianos, pertenecen al género Bacillus. Son Gram- 
positivas, aeróbicas, en forma de bastón y forman esporas. Muchas especies de Bacillus 
importantes comercialmente tienen actividad insecticida porque producen toxinas.
También existen algunas bacterias insecticidas que son gram-negativas como 
Agrobacteriun radiobacter, que se ha registrado como pesticida para la prevención de la 
enfermedad de la agalla de la coronilla en plantas.
El primer insecticida bacteriano registrado fue una mezcla de dos especies, Bacillus 
popillae y Bacillus lentimorbus, las cuales son causantes de la “enfermedad lechosa” (por el
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aspecto que toma la hemolinfa de los insectos atacados) en el escarabajo japonés Popillia 
japónica, que se alimenta de raíces de hierbas.
Actualmente, se han registrado varías bacterias patógenas para los insectos como 
plaguicidas microbianos, pero Bacillus thuringiensis es la más usada en el control de los 
insectos.
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2.- Bacillus thuringiensis: UN INSECTICIDA DEL FUTURO.
2.1. Características de Bacillus thuringiensis.
Bacillus thuringiensis (B.t.) no llamó la atención de microbiólogos ni de 
entomólogos durante los primeros 70 años después de su descubrimiemto, a principios de 
este siglo. Ahora, 90 años después, está siendo bastante estudiado a nivel molecular, 
fisiológico y ecológico por científicos de una amplia variedad de disciplinas. Hoy B.t. no 
sólo es el insecticida microbiano comercial con mayor éxito en todo el mundo, de amplia 
aplicación en la protección de cultivos, bosques y salud humana, sino que está empezando a 
reemplazar a los insecticidas químicos convencionales en varias áreas de aplicación.
A principios de este siglo, B.t. fue aislada de larvas enfermas de Bombyx morí por 
un bacteriólogo japonés (Ishiwata, 1901). Una década después, Berliner (1911, 1915) aisló 
un microorganismo similar de larvas enfermas de la polilla de la harina, Anagasta Jcuhniella. 
y lo llamó Bacillus thuringiensis, nombre derivado de la provincia alemana de Thuringia, 
donde se aisló.
B.t. es una bacteria Gram-positíva del suelo, que pertenece a la familia Bacillaceae, 
que se caracteriza por producir inclusiones cristalinas paraesporales (que están encerradas en 
una estructura laxa de apariencia membranosa) durante la esporulación. Estas inclusiones son 
las que contienen una o varias proteínas tóxicas, llamadas 6-endotoxinas o ICP (Insecticidal 
Crystal Protein). Estas proteínas insecticidas son sintetizadas después del estado II de 
esporulación y acumuladas en las células madre como un cristal de forma variada, que 
representa el 25% del peso seco de las células esporuladas (Ribier y Lecadet, 1973; Lereclus 
etal., 1993).
Algunas cepas de B.t. producen, además, proteínas citolíticas para varios tipos de 
células de invertebrados y de vertebrados, incluyendo los glóbulos rojos de mamíferos, 
sobre todo cuando se inyectan en forma soluble (Thomas y Ellar, 1983; Ward et al, 1986; 
Andrews etal., 1987; Kawanishi y Held, 1990).
Otras cepas de B.t. producen otros metabolitos con actividad insecticida que son 
estables al calor llamadas B-exotoxinas (Lecadet y De Baijac, 1981). Estos compuestos son 
análogos de nucleótidos que inhiben la síntesis de proteínas interfiriendo con la ARN 
polimerasa por competición con el ATP (Lüthy, 1980; Sebesta et al, 1981). Las exotoxinas 
presentan una actividad tóxica de amplio espectro, no solamente contra insectos sino también 
contra vertebrados y otros microorganismos. Aunque las B-exotoxinas no son específicas de 
insectos presumiblemente contribuyen a la toxicidad de B.t.
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2.2.- Clasificación de las 5-endotoxinas.
Las propiedades entomopatógenas de B.t. son muy variables. Esto ha conducido a 
buscar nuevas cepas con diferente espectro diana. Así se han aislado varios miles de cepas de 
diferentes áreas geográficas y de diversas fuentes, que incluyen polvo, suelo, insectos y 
plantas (Martin y Travers, 1989; Smith y Couche, 1991; Lereclus et al., 1993). Estas cepas 
pueden clasificarse en alrededor de 34 serotipos, basándose en las propiedades bioquímicas 
y antígenos flagelares o antígenos-H, de los cuales 22 son activos contra plagas de 
lepidópteros (De Baijac y Frachon, 1990). Sin embargo, esta clasificación no refleja el 
patotipo de la bacteria (el tipo de insecto para el que es tóxica), puesto que la capacidad de 
B.t. para matar un insecto dado está relacionada con la naturaleza de las 5-endotoxinas que 
componen las inclusiones cristalinas, y no con su serotipo de antígeno-H.
Muchas cepas de B.t. pueden sintetizar más de un cristal, que podría estar formado 
por diferentes 5-endotoxinas con varias actividades insecticidas (Dulmage et al., 1981; 
Kronstad et al., 1983; Kronstad y Whiteley, 1986; Kawanishi y Held, 1990; Koziel et al., 
1993; Lereclus et al, 1993). Esto complica todavía más la caracterización inmunológica de 
las proteínas cristalinas y probablemente se requiere el uso de genes clonados como fuente de 
antígenos o el uso de anticuerpos monoclonales (Hofte y Whiteley, 1989). Por tanto, ni el 
serotipo del antígeno flagelar ni otro marcador fenotípico son capaces de predecir el tipo de 
cristal que se podría presentar en una cepa determinada de B.t.
La dificultad de usar el cristal como un hecho taxonómico es que los genes que 
codifican para ICP no están localizados en los cromosomas bacterianos, sino en plásmidos, 
de tamaño variable según la cepa de B.t., que a su vez pueden ser portadores de más de un 
gen de ICP. Este hecho resulta ventajoso, puesto que mediante técnicas de manipulación 
genética (conjugación) se pueden construir racionalmente variedades que presenten mayor 
actividad sobre plagas específicas y así crear nuevas combinaciones de 5-endotoxinas (Koziel 
e ta l, 1993).
Hofte y Whiteley (1989) propusieron un sistema de nomenclatura y clasificación de 
las 5-endotoxinas hasta entonces conocidas, en base al espectro de actividad y a la similitud 
de su secuencia. En esta clasificación se consideran 4 clases de 5-endotoxinas, llamadas 
proteínas Cryl, Cryll, Cryin y CrylV, y una citolisina, denominada proteína Cyt. Los genes 
que las codifican se denominan genes cry (I, H, III y IV) y cyt, respectivamente. A 
continuación se coloca una letra mayúscula que es indicativa del orden en que fueron 
descritos los genes. En algunos casos también se incluye una letra minúscula entre paréntesis 
que señala diferencias menores en la secuencia de nucleótidos dentro de un tipo de gen. Las 
diferentes 6-endotoxinas, que pertenecen a una de las 4 clases de proteínas Cry, contienen
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dominios homólogos y posiblemente constituyen una sola familia de proteínas (Lereclus et 
al, 1989).
Así, los genes cryl codifican proteínas de 130-140 kDa que son activas 
normalmente contra lepidópteros. Los genes cryll codifican proteínas de 79 kDa tóxicas para 
lepidópteros y dípteros. Los crylll son activos contra especies de coleópteros y transcriben 
proteínas de 70 kDa. Los productos de los genes cryIV incluyen proteínas de 70 y 130 kDa y 
son muy tóxicas contra dípteros.
Recientemente, los programas de búsqueda intensiva han revelado la existencia de 
numerosas cepas productoras de 5-endotoxinas, que no pueden entrar a formar parte de las 4 
categorías descritas anteriormente, puesto que pueden diferir tanto en estructura primaria y 
secundaria como en tamaño y espectro insecticida. Un ejemplo sería una 5-endotoxina, 
llamada Cry VA, de 81 kDa contra lepidópteros y coleópteros, cuyo gen se ha clonado y 
secuenciado en B.t. subespecie kurstaki cepa 4835 (Blenk et al., 1989; Tailor et al., 1992). 
Otro ejemplo de tales cepas atípicas corresponde a un aislado que pertenece a B.t. subespecie 
thompsoni que produce cristales pequeños que contienen dos polipéptidos de 40 y 45 kDa, 
cuya especificidad insecticida falta determinar, o una proteína llamada Cry9Ca, caracterizada 
de B.t. var. tolworthi, de aproximadamente 130 kDa, que es tóxica para Lepidópteros 
(Lambert et al, 1996). Actualmente se ha adoptado una nueva nomenclatura, debido a la 
gran cantidad de 5-endotoxinas encontradas.
En la tabla I se muestra una actualización de algunas de las proteínas Cry, y su 
espectro de actividad, hasta ahora descritas. Como puede observarse la mayoría son tóxicas 
para lepidópteros.
17
Introducción
Tabla I.- Clasificación de las 5-endotoxinas de Bacillus thuringiensis y su espectro de actividad 
(Crickmore etal., 1996).
PROTEÍNA PROTEÍNA TAMAÑO INSECTOS
(antigua (nueva (kDa) SENSIBLES
nomenclatura) nomenclatura)
CrylA(a) CrylAa 130-140 Lepidópteros
CryIA(b) CrylAb 130-140 Lepidópteros
CryIA(c) CiylAc 130-140 Lepidópteros
CrylB CrylBa 130 Lepidópteros
CrylC CrylCa 135 Lepidópteros
Cry ID CrylDa 130 Lepidópteros
CrylE CrylEa 133 Lepidópteros
CrylF CrylFa 134 Lepidópteros
CrylG Cry9A 130 Lepidópteros
CrylH Cry9Ca 130 Lepidópteros
CrylIA Cry2Aa 66 Lepidópteros/Dípteros
CryHB Cry2Ab 70 Lepidópteros
CryüC Cry2Ac 69 Lepidópteros
CrylIIA Cry3A 73 Coleópteros
CrylIIB Cry3Ba 71 Coleópteros
CrylIIC Cry7Aa 129 Coleópteros
CrylUD Cry3C 73 Coleópteros
CrylVA Cry4A 134 Dípteros
CrylVB Cry4B 128 Dípteros
CrylVC CrylOA 78 Dípteros
CrylVD CrylIA 72 Dípteros
CiyV Crylla o Cryllb 81 Coleópteros/Lepidópteros
? 40-45 ?
CytA CytlA 28 Citolítica
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2.3.- Modo de acción.
Las 5-endotoxinas de B.t. actúan sobre el intestino medio de los insectos, por tanto, 
para ejercer su acción deben ser ingeridas y pasar al canal alimenticio (Knowles y Dow,
1993). Después de la ingestión de los cristales, éstos se disuelven en el intestino medio de 
los insectos y se liberan las S-endotoxinas (protoxinas) que, por la acción de proteasas del 
intestino medio, se convierten en proteínas tóxicas que conservan las regiones N-terminales 
(dominios tóxicos) de las proteínas cristalinas. La zona de acción de los fragmentos tóxicos 
es el intestino medio de larvas. Por tanto, antes de profundizar en el modo de acción de las 
5-endotoxinas de Bacillus thuringiensis vamos a comentar la anatomía del aparato digestivo 
de los insectos y los efectos histopatológicos y fisiológicos de las S-endotoxinas.
2.3.1. Estructura del intestino medio de insectos.
El canal alimenticio de los insectos está formado por tres partes: el intestino anterior 
(de origen ectodérmico), medio (endodérmico) y posterior (ectodérmico), cada una 
especializada en una función. Así, las células del intestino medio están relacionadas con la 
producción y secreción al lumen intestinal de enzimas digestivos y con la absorción de 
productos de la digestión.
En muchos insectos, como los lepidópteros, el intestino medio de larvas está 
recubierto interiormente por un tubo membranoso que constituye la membrana 
peritrófica, que separa el espacio ectoperitrófico del endoperitrófico (Figura 1) y cuyas 
funciones son muy diversas: proteger a las células del intestino medio de la abrasión 
realizada por las partículas de comida, de forma análoga al mucus de vertebrados, englobar la 
comida (especialmente si es líquida), proporcionar una barrera a la entrada de 
microorganismos, aunque es altamente permeable al agua, sales, glucosa, aminoácidos e 
iones inorgánicos; también interviene en la conservación de enzimas digestivos y en la 
regulación de la actividad enzimática (Eguchi et al., 1982), etc. En general, la membrana 
peritrófica funciona como una membrana de diálisis. Probablemente en todos los insectos 
existe una circulación de agua y electrolitos entre el intestino medio y la hemolinfa.
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Figura 1 Diagrama de la estructura del canal alimenticio de los insectos.
El epitelio intestinal está formado por una monocapa de células epiteliales apoyadas 
en una lámina basal. Las principales células del intestino medio son las células 
columnares (Figura 2) que generalmente tienen un borde apical de microvilli, y un núcleo 
central. Presentan un retículo endoplásmico y aparato de Golgi muy desarrollados, poniendo 
de manifiesto su función (secreción de enzimas digestivos y absorción de nutrientes). 
Existen también unas células dispersas entre el epitelio del intestino medio de lepidópteros, 
llamadas células caliciformes (Figura 2), cuya membrana plasmática luminal presenta 
profundas invaginaciones formando una cavidad central en forma de frasco y cuyo núcleo se 
encuentra en la base de la célula. Estas células están implicadas en la regulación de las 
cantidades de potasio en la hemolinfa y en el mantenimiento de los gradientes de pH del 
intestino medio en lepidópteros, ya que son células especializadas en el transporte epitelial 
activo (Dow, 1992).
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Figura 2.- Representación esquemática de las células epiteliales del intestino medio de insectos.
2.3.2.- Efectos histopatológicos y fisiológicos de B.t. sobre el intestino medio.
Los estudios histopatológicos son los que han permitido aclarar el modo de acción 
de las proteínas cristalinas de B. t. Una vez las larvas sensibles han ingerido los cristales de 
B.t., las células epiteliales del intestino medio empiezan a vacuolizarse y a desprenderse 
hacia el lumen. Como consecuencia hay una parálisis del intestino medio seguida de la 
parálisis total del insecto.
La respuesta fisiológica después de la ingestión de los cristales es un incremento en 
el pH y en la concentración de K+ en la hemolinfa y un descenso del pH en el intestino 
medio, que es aparente tan pronto como la larva cesa de alimentarse. En larvas de Bombyx 
mori alimentadas con cristales de B.t. el pH de la hemolinfa varía de 6,5 a 7,1 en los 
primeros 15 minutos. Después el pH aumenta gradualmente a 7,7-8,1. Simultáneamente al 
incremento inicial en el pH, la concentración de K+ de la hemolinfa decrece y a su vez 
desaparecen los gránulos de glucógeno de las células epiteliales y aumenta la toma de 
glucosa. Estas observaciones sugieren que inicialmente las larvas aumentan el metabolismo 
para mantener la homeostasis del intestino (Honée y Visser, 1993).
Hay una disminución del transporte de potasio, posiblemente para mantener el 
elevado pH del intestino medio. El transporte activo de potasio se inhibe alrededor del 78% 
en los primeros diez minutos después de la ingestión, puesto que la membrana peritrófica de 
los insectos se vuelve más permeable y varias horas más tarde se paraliza (Adang y Spence, 
1983; Gupta e ta l ,  1985: Andrews et al., 1987).
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Los efectos mencionados son el resultado final de la acción de las 5-endotoxinas de 
B.t.. Recientemente, se están usando técnicas moleculares que permitirán aclarar su modo de 
acción. Así podríamos detallar el modo de acción de los cristales de B.t. (Figura 3):
1) Activación de las toxinas.
Las proteínas son sintetizadas como protoxinas cristalinas e insolubles y son 
activadas en el intestino antes de realizar su acción. Esta acción está mediada por el pH 
alcalino y proteasas del intestino medio.
- Disolución.
El pH de los insectos sensibles a las toxinas cristalinas de B.t. es alcalino (entre 
8-10), tanto en las larvas de lepidópteros (Waterhouse, 1949), como de dípteros (Dadd, 
1975), termitas (Bignell y Anderson, 1980) y de algunos escarabajos (Bayon, 1980). Esto 
provoca la liberación de las proteínas del cristal, que son especialmente solubles por encima 
de pH 9,5.
- Activación proteolítica.
Las protoxinas son activadas por las proteasas del intestino del insecto, y dan 
toxinas de 55-65 kDa (Knowles y Dow, 1993). Muchos de los enzimas proteolíticos del 
intestino medio de larvas de lepidópteros son serin-proteasas (tripsina y quimotripsina) 
extracelulares con un pH de actuación óptimo alto (pH de 10 para larvas de Heliothis 
virescens), que es el que existe en el intestino medio de las larvas (Johnston et al., 1995).
Tanto la composición del intestino medio como la composición de los cristales 
influyen en la activación, y por tanto en la especificidad, de la proteína cristalina (Honée y 
Visser, 1993). Por ejemplo, CrylB es activa contra el lepidóptero Ostrinia nubilalis, pero la 
protoxina no es activa contra el coleóptero Leptinotarsa decemlineata a no ser que se active 
con proteasas (Bradley et al., 1992); esto es debido a que el pH del intestino medio del 
coleóptero es más neutro que el del lepidóptero y por tanto CrylB no se activa.
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Figura 3.- Modo de acción de las proteínas de B.t. sobre el intestino medio de lepidópteros. A: 
Intestino en condiciones normales. B: Formación de poros. C y D: Alteración de la 
permebilidad de la membrana. E: Hinchamiento de las células columnares y 
encogimiento del citoplasma de las células caliciformes. F: Lisis de las células 
columnares.
2) Interacción con las células del intestino medio.
Las toxinas pasan a través de la membrana peritrófica del intestino y se unen a 
receptores específicos de la membrana de borde en cepillo de las células epiteliales. Estos 
receptores, o proteínas específicas de unión, son fundamentalmente glucoproteínas, en el 
caso de las proteínas Cry, y fosfolípidos insaturados cuando se trata de proteínas Cyt (Gilí et 
al., 1992; Knight et al., 1994), de la membrana de las células columnares del intestino 
medio, pues no existen evidencias de que las células caliciformes o caliciformes posean 
receptores de la toxina (Bravo et al., 1992). Por tanto estos receptores proteínicos son los 
determinantes clave de la especificidad de las proteínas cristalinas de B.t., ya que una alta
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afinidad de la toxina por los receptores o la presencia de un gran número de éstos conduciría 
a un mayor efecto tóxico (Honée y Visser, 1993).
3) Formación de poros en la membrana de las células epiteliales.
Una vez se han unido al receptor, las toxinas se insertan irreversiblemente en la 
membrana plasmática, iniciando la formación de un poro o lesión. Esto provoca una 
alteración de la permeabilidad de la membrana, se rompe la integridad de la membrana, las 
células se hinchan, se lisan y finalmente las larvas mueren, bien porque dejan de comer, bien 
por septicemia después de la invasión de las esporas de B.t. o bien por implicación de 
efectos neurotóxicos o parálisis de los músculos del intestino medio (Hickle y Fitch, 1990).
Así pues, se han propuesto tres hipótesis sobre el modo de acción de las 
8-endotoxinas de B.t. (Gilí et al, 1992):
A) Las toxinas de B.t. inhiben directamente las Na+-K+ ATPasas de la membrana 
plasmática de las células caliciformes. Algunos investigadores han propuesto que la toxicidad 
de las proteínas cristalinas se debe a una inhibición de los enzimas que forman la bomba de 
K+ de las células caliciformes. Esto explicaría la disminución de la concentración de iones K+ 
que se observa en las células caliciformes de intestinos medios aislados de larvas de 
Manduca sexta alimentadas con las toxinas de B.t. activadas (Gupta et al., 1985). Aunque se 
ha visto que los fragmentos tóxicos inhiben in vitro una K+-ATPasa aislada de células 
embrionarias de M. sexta (English y Cantley, 1985) y una Na+-K+ ATPasa de riñón de perro 
(English y Cantley, 1986), estos resultados fueron obtenidos con células y enzimas que no 
se encuentran en el intestino medio de larvas de insectos. Estos hechos reflejan que la 
inhibición observada en las ATPasas es un paso improbable en el mecanismo de acción de 
las proteínas Cry.
B) Existen varios trabajos que indican que la toxicidad de las proteínas cristalinas se 
basa en la alteración de la permebilidad de la membrana por la formación de poros de K+. 
Cuando las larvas de Bombyx morí fueron alimentadas con valinomicina, un ionóforo del 
K+, mostraron los mismos síntomas que los observados tras la ingestión de proteínas 
cristalinas (Angus, 1968). Además, la captación de aminoácidos acoplada a la toma de K+ en 
las vesículas de membrana de borde en cepillo de Pieris brassicae fue inhibida por las 
proteínas cristalinas de B.t. subespecies kurstaki y thuringiensis (Sacchi et al., 1986), 
mientras que no se vieron afectadas ni la captación de aminoácidos por medio de un gradiente 
de Na+ ni la permeabilidad de los iones H+. Estos datos sugirieron que las toxinas actúan 
aumentando la permeabilidad de la membrana al K+ por incremento del número o de la 
conductancia de los canales específicos de K+. Así, Crawford y Harvey (1988) demostraron 
que sólo los iones Ba2+ y Ca2+, inhibidores de los canales neuronales de K+, bloqueaban la
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acción de la toxina sobre intestinos medios aislados de Manduca sexta. En cambio, aunque 
otros experimentos demostraron que las toxinas aumentan la permeabilidad de la membrana 
(Wolfersberger, 1989; Hendrickx et al., 1990), no se concluyó que los poros formados 
fueran selectivos para el K+.
C) Finalmente, algunos investigadores han propuesto que las toxinas de B.t. actúan 
formando pequeños poros para cationes no específicos (de 0,6 a 1 nm de radio) en la 
membrana plasmática de las células epiteliales del intestino medio (Knowles y Ellar, 1987; 
Knowles y Famdale, 1988). Varios experimentos con membranas de fosfolípidos artificiales 
y fragmentos tóxicos de diversas proteínas cristalinas muestran que los fragmentos tóxicos 
son capaces de intercalarse en la bicapa de lípidos (Yunovitz y Yawetz, 1988; Haider y Ellar, 
1989; Slatin et al., 1990). Otros resultados sugieren que la formación de poros se ve 
facilitada por la existencia de receptores de membrana presentes en las células epiteliales del 
intestino medio de larvas de insectos (Honée y Visser, 1993).
En resumen, el modo de acción de las toxinas de B.t. sobre las células columnares 
incluye la unión a receptores de la membrana seguida por la formación de poros. Esto 
conduce a la muerte de la célula. No está claro si el tipo de poros formados son específicos 
de K+, específicos de cationes o no específicos. En cualquier caso, se produce una alteración 
del gradiente de iones (sobre todo alteración del gradiente de K+ hacia el interior de las 
células), alteración del pH y toma de nutrientes y ocasionalmente la desintegración de las 
células del epitelio del intestino medio de larvas de insectos.
2.4.- Inconvenientes de la aplicación práctica de B.t,
Aunque el primer insecticida basado en B.t. se comercializó hace más de 40 años, 
ha sido en los últimos 10 años cuando su uso se ha extendido en la agricultura. Esto se debe 
a la gran demanda de productos menos tóxicos para los trabajadores, consumidores y medio 
ambiente y a la demanda creciente de productos efectivos contra plagas de insectos 
resistentes a los insecticidas químicos sintéticos. A pesar de esto, las ventas de productos 
basados en B.t. se han restringido debido a varios inconvenientes (Gelemter y Schwab, 
1993; Cokmus y El^in, 1995):
a) Especificidad de acción.
Cada cepa de B.t. se caracteriza por ser tóxica para un rango de huéspedes 
específico. Por ejemplo, la cepa H-14 de B.t. var. israelensis es muy activa contra larvas de 
Culex y Aedes spp. pero tiene una actividad limitada contra otras larvas de mosquito. 
Además, muchas cepas son más efectivas contra larvas de estadios jóvenes, como las larvas 
jóvenes del escarabajo de la patata que son muy sensibles a B.t. san diego y tenebrionis,
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mientras que los últimos estadios larvarios y los adultos no se ven afectados (Ferro y Lyon, 
1991)
b) Incapacidad de atacar a plagas que se alimentan internamente o sobre las raíces de 
las plantas, como es el caso de Anthonomus granáis, que es sensible a las 5-endotoxinas 
pero con hábitos alimenticios internos.
c) Carencia de actividad residual sobre hojas debido a la degradación por el 
componente ultravioleta de la luz del sol y otros factores ambientales.
A causa de que las 5-endotoxinas son fotosensibles, en un rango de 300-380 nm 
(Pusztai etal., 1991), y se degradan por el calor (Dulmage, 1982), su efecto desaparece en 
24-48 horas. También, pueden ser diluidas por el agua (de lluvia, riego, rocío) o como 
resultado del crecimiento de las plantas y expansión de las hojas.
d) Carencia de actividad residual sobre aguas debido a la rápida sedimentación de 
esporas y cristales y a la adsorción por partículas orgánicas.
El que muchos mosquitos y moscas acuáticos se alimenten en la interfase agua/aire 
hace que su control dure 24 horas o menos, puesto que los cristales y esporas rápidamente 
sedimentan. Además, los cristales de B.t. israelensis rápidamente se adsorben a materiales 
orgánicos, de forma que los insectos no pueden ingerirlos por ser demasiado grandes.
e) Carencia de actividad residual en suelos, debido a la degradación por los 
microorganismos del suelo y/o por las proteasas que ellos secretan.
Estos hechos requieren aumentar la frecuencia y el número de aplicaciones, mejorar 
los equipos de aplicación y el tiempo de aplicación; en otras palabras, aumentar la inversión 
financiera. Por ello, para poder introducir más los productos de B.t. en el mercado es 
necesario cambiar las formulaciones, los métodos de aplicación o alterar la biología de B. t. , 
usando técnicas recombinantes de ADN, y desarrollar microorganismos y plantas 
transgénicas que expresen las 5-endotoxinas de B.t.
Así, se han obtenido plantas transgénicas de patata (Cheng et al., 1992; Perlak et 
al., 1993; Van Rie et al., 1994), maíz (Koziel et al., 1993), tabaco (Vaeck et al., 1987, 
McBride etal., 1995), álamo (Robinson etal., 1994), etc., y microorganismos transgénícos 
(Obukowicz et al., 1986; Chungjatupomchai, 1990; Skot, 1990; Stock et al., 1990; 
Waalwijk et al., 1991), que producen una única clase de proteína cristalina, para controlar el 
ataque de los insectos siendo, además, compatibles con otros métodos de control, tales como 
el uso de enemigos naturales y pesticidas químicos para combatir otras plagas (Marrone,
1994).
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2.5.- Desarrollo de resistencia.
Desde hace tiempo se conoce la capacidad de los insectos para desarrollar 
resistencia a los insecticidas químicos. Alrededor de quinientas especies son resistentes a 
todas las clases conocidas de insecticidas químicos (Georghiou y Lagunes, 1988). El uso 
creciente de los productos insecticidas basados en B.t. ha planteado el problema del posible 
desarrollo de resistencias a las 8-endotoxinas de B.t., bien porque aumenta la presión de 
selección o bien porque, con el descubrimiento de nuevas cepas de B.t. más específicas y la 
ingeniería genética para la obtención de plantas transgénicas, estos insecticidas dejan de 
considerarse “naturales”, alterándose la presión de selección (Van Frankenhuyzen, 1993).
Desde hace 30 años se están usando insecticidas microbianos, habiéndose 
encontrado pocos casos de desarrollo de resistencia a B.t. en el campo. El primer caso fue 
detectado por Kinsinger y McGaughey (1979) en Plodia interpunctella, una plaga de los 
granos de cereales almacenados. Pero el primer caso de resistencia seleccionada realmente en 
el campo fue descrito por Tabashnik y colaboradores (1990) en el lepidóptero Pluttelía 
xylostella, plaga en cultivos de verduras, y, además, Tabashnik y colaboradores (1991), 
trabajando con este mismo insecto, sugirieron que puede conseguirse una resistencia elevada 
cuando la selección es severa, es decir, cuando una población se trata repetidamente con el 
mismo tipo de 8-endotoxinas; por tanto, cuando hay ausencia de tratamientos con B.t. la 
resistencia en el campo disminuye lentamente. Se ha observado resistencia en zonas donde 
B.t. era el único pesticida usado durante años y donde la plaga estaba sometida a una presión 
de selección extrema. Si B.t. no es el único pesticida o el único método de control que se ha 
usado y la presión de selección sobre la plaga se reduce, entonces el desarrollo de resistencia 
a B.t. debe ser mínimo (Marrone, 1994).
Muchos de los insectos resistentes a las 8-endotoxinas de B.t. se han obtenido 
mediante experimentos de selección en el laboratorio a partir de poblaciones de insectos 
procedentes del campo. Este es el caso de Plodia interpunctella (McGaughey, 1985), 
Pluttelía xylostella (Tabashnik et al., 1991), Leptinotarsa decemlineata (Miller et al., 1990), 
Ephestia cautella (McGaughey y Beeman, 1988) y Heliothis virescens (Stone et al., 1989). 
La selección realizada en el laboratorio proporciona importante información sobre cómo una 
especie puede adaptarse a las S-endotoxinas de B.t.
2.5.1.- Mecanismos de resistencia a B.t.
Los mecanismos de resistencia a B.t. que se han estudiado han sido los de insectos 
seleccionados en el laboratorio, puesto que el desarrollo de resistencia a B.t. en el campo es 
relativamente reciente.
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En cepas resistentes y sensibles a B.t. de Plodia interpunctella se han estudiado dos 
posibles mecanismos de resistencia: el procesado proteolítico de las proteínas de B.t. y la 
especificidad de unión de las proteínas tóxicas de B.t.
Es necesario el procesado proteolítico de las protoxinas para activarse. Esto 
implicaría una disminución del pH o un cambio de las propiedades proteolíticas del intestino 
medio del insecto. Pero en el caso de Plodia no se han encontrado ni diferencias en el pH ni 
en el patrón de proteasas del intestino medio (Johnson et al., 1990). En cambio, si que se 
han encontrado diferencias en la especificidad de unión a los receptores de las proteínas 
CrylA(b) y CrylC (Van Rie et al, 1990a,b).
En cuanto a Plutella xylostella, Ferré y colaboradores (1991) encontraron que el 
mecanismo de resistencia a Dipel® (preparado comercial de esporas de la cepa de B.t. 
kurstaki HD1 que contiene CrylA(a), CryIA(b), CrylA(c) y CrylIA) de una colonia de 
insectos procedente de Filipinas podría ser explicado por una falta de unión de la proteína 
CryIA(b) a su receptor en el intestino medio, aunque la unión de las proteínas CrylB y 
CrylC, que no están presentes en Dipel®, era similar tanto en insectos sensibles como 
resistentes.
En cambio no ocurre lo mismo con Heliothis virescens. Macintosh y colaboradores 
(1991) encontraron cambios en la unión a receptores entre las cepas sensible y resistente, 
pero concluyeron que, a pesar de que la unión era importante para explicar el modo de acción 
de B.t. no podía explicar la diferencia de susceptibilidad en la cepa resistente y que, por 
tanto, aún podrían ser más importantes los sucesos posteriores a la unión. Gould y 
colaboradores (1992) no encontraron cambios en las propiedades de unión entre una cepa 
sensible y otra resistente de Heliothis virescens y también suponen que hay otros 
mecanismos implicados. Forcada y colaboradores (1996) concluyen que la resistencia a B.t. 
encontrada en una cepa de Heliothis resistente depende, muy probablemente, tanto de las 
diferencias en cuanto a composición de péptidos con actividad proteolítica del jugo intestinal 
como a diferencias en la actividad específica de los mismos.
Los mecanismos de resistencia estudiados hasta la fecha consideran cambios en el 
pH del intestino medio, en los enzimas encargados de la activación de las protoxinas, o 
cambios que afectan a la afinidad de unión y a la concentración de los lugares de unión. No 
obstante, a pesar del intenso esfuerzo investigador de los últimos años, algunos de los 
aspectos fisiológicos implicados en los mecanismos de acción de las 5-endotoxinas de B. t. 
no están todavía suficientemente esclarecidos, lo que supone que sus efectos sobre la 
resistencia no están bien conocidos. No debe resultar sorprendente que los insectos 
desarrollen múltiples estrategias para sobreponerse a los efectos de B.t.
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Objetivos
La acción de las 5-endotoxinas de B.t. se ejerce sobre el sistema digestivo de las 
larvas de insectos, afectando a la permeabilidad del intestino medio, de manera que se 
produce un desequilibio osmótico que afecta al pH y contenido de iones, tanto del intestino 
medio como del fluido circulatorio de los insectos, la hemolinfa. Ahora bien, los 
mecanismos de resistencia, aunque son diferentes en especies distintas, no son bien 
conocidos. Así pues, el objetivo principal del presente trabajo son aportar conocimientos 
sobre las características físico-químicas del intestino medio y hemolinfa de larvas de insectos 
sensibles y resistentes a las 5-endotoxinas de B.t., que permitan esclarecer el o los 
mecanismos de resistencia en larvas del lepidóptero Heliothis virescens.
Con dicho propósito, los objetivos específicos serán los siguientes:
1.- Determinar el pH del intestino medio y de la hemolinfa de Af. sexta y de las 
distintas cepas de H. virescens.
2.- Estudiar el efecto de las 5-endotoxinas sobre el pH.
3.- Determinar el contenido de cationes inorgánicos del intestino medio y hemolinfa 
de M. sexta y de H. virescens.
4.- Poner a punto el método analítico para la determinación de aniones inorgánicos. 
Para ello se utilizará el lepidóptero M. sexta, por ser un insecto de mayor tamaño, y 
posteriormente se aplicará a las distintas cepas de H. virescens.
5.- Observar el efecto de las S-endotoxinas sobre la concentración de cationes y 
aniones inorgánicos de las muestras e insectos mencionados anteriormente.
6.- Relacionar el efecto de las 5-endotoxinas sobre el pH, contenido de cationes y 
de aniones inorgánicos de todas las especies y todas las muestras estudiadas.
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Material y Métodos
1.- INSECTOS UTILIZADOS.
Las experiencias se han llevado a cabo con larvas de dos especies de insectos, 
Manduca sexta y Heliothis virescens (Figura 4).
Manduca sexta (L.) es un insecto del orden Lepidoptera, familia Sphingidae. Es una 
especie indígena de América del Norte, del Sur y de varias islas del Caribe. Ataca 
principalmente a las plantas del tabaco (en cultivo y almacenadas) y, ocasionalmente, a las de 
tomate. Tal es su voracidad que, cinco larvas en el último estadio de desarrollo, pueden 
comerse todas las hojas de una planta de tabaco en 3 o 4 días. Otros de sus hospedadores 
son plantas silvestres de la familia Solanaceae (Madden y Chamberlin, 1945).
Heliothis virescens (Fabricius), pertenece al orden Lepidoptera, familia Noctuidae. 
Ataca varias cosechas como maíz, algodón, tabaco, habas de soja, cacahuetes, tomates, 
guisantes y judías comestibles (Neunzig, 1969; Schneider et al., 1986; Fitt, 1989). A partir 
de los años 50 sustituyó en importancia a Manduca sexta como plaga de cultivos de tabaco.
En la Tabla II se muestran las etapas del ciclo biológico y número de fases larvarias 
de M. sexta y H. virescens obtenidas en condiciones de cría del laboratorio. En la figura 5 se 
representa el tamaño de estas especies de insectos en su tercer estadio larvario y en su fase 
adulta.
Tabla H- Duración (en días) de las diferentes etapas del ciclo biológico (o de desarrollo) y número de 
fases larvarias de los insectos objeto de estudio.
Especie Huevo Larva Pupa Adulto N° fases 
larvarias
Manduca sexta 3 15 17 10 5
Heliothis virescens 3 10 10 8 5
Valores aproximados en las condiciones de cría aquí descritas para cada una de las especies.
32
Material y M étodos
Figura 4.- Fotografías de larvas de Manduca sexta (A) y Heliothis virescens (B) en las cajas de cría 
con sus respectivas dietas artificiales.
33
Material y Métodos
0 5 10 15 20 25 30 mm
1 I I I I *— <
H.v. M.s.
Adulto
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 mm
1 l . l , i ■
H.v. M.s.
Figura 5.- Representación esquemática de los tamaños de los lepidópteros empleados en este 
trabajo, en tercer estadio larvario y en su fase adulta.
Se han escogido lepidópteros porque son sensibles a las 8-endotoxinas del grupo 
Cryl, que estaban disponibles. Además, H. virescens tiene un impacto económico 
importante tanto en España como en la mayor parte del mundo. M. sexta se escogió por ser 
un organismo modelo en muchos campos de la entomología y fisiología y, por su 
considerable tamaño y facilidad del manejo, resulta sencillo obtener las cantidades de muestra 
necesarias para las experiencias del presente trabajo. También se ha empleado como modelo 
en los estudios con B.t. (DeLello et al., 1984; Hofte y Whiteley, 1989; Van Rie et al., 1989; 
Bravo eta l., 1992; Knight etal., 1994; Sangadela etal., 1994; Vadlamudi etal., 1995).
Los huevos de Manduca sexta se obtuvieron de la empresa comercial Carolina 
Biological Supply, 3700 York Road, Burlington, NC 27215, USA. Los huevos de Heliothis 
virescens fueron proporcionados por el Prof. Dr. Fred Gould, Department of Entomology, 
North Caroline State University, USA. En el presente trabajo se han utilizado dos cepas de 
H. virescens, una sensible a la 8-endotoxina de B.t., llamada CPN, y otra resistente, llamada 
CP73. La cepa resistente fue seleccionada en el laboratorio que nos la proporcionó con una 
dieta artificial que contenía la toxina CryLA(c) (obtenida de B.t. var. kurstaki HD-73) a partir
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de la cepa sensible, consiguiendo una resistencia cruzada a CryIA(b), CrylA(c) y CrylIA 
(Gould et al, 1992), siendo 50 veces más resistente a CrylA(c) y 13 veces más resistente a 
CryIA(b) que la cepa CPN. Posteriormente conseguimos del laboratorio anterior otras cepas 
resistentes de H. virescens seleccionadas en el laboratorio llamadas CPNxCP73 
(aproximadamente 20 veces más resistente a CrylA(c) que CPN) y cxc, con una resistencia 
intermedia entre las otras dos.
Para homogenizar la edad de las larvas empleadas en el estudio, se seleccionaban 
aquellas que estaban a punto de mudar al cuarto estadio, se mantenían entonces en ayuno, y, 
tras el periodo correspondiente, se colocaban en las cajas con la comida apropiada, momento 
en el que ya habían mudado.
A partir de los huevos de M. sexta y H. virescens se siguió su ciclo biológico en 
nuestro laboratorio con las condiciones que a continuación se detallan.
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2.- MANTENIMIENTO DE LAS COLONIAS DE INSECTOS.
2.1.- Manduca sexta.
Cuando los huevos, cuya procedencia hemos comentado anteriormente, 
eclosionaron, las larvas de Manduca sexta fueron trasladadas a unas cajas multiwell (Sterilin 
Ltd., Feltham, Inglaterra) con 25 compartimentos cuadrados de 3,61 cm2 de superficie y 
6,9 cm3 de volumen, donde previamente se habían añadido aproximadamente 3 cm3 de la 
dieta artificial con la que se alimentó a las larvas. Las cajas se envolvieron en plástico 
adherente transparente, con agujeros de ventilación, para evitar posibles fugas. La dieta 
artificial empleada para cada una de las especies de insectos se describe en las tablas m  y IV.
Los insectos se mantuvieron con esta dieta artificial hasta que completaron sus fases 
larvarias, realizando adecuadamente los cambios oportunos, a fin de que dispusieran siempre 
de suficiente cantidad de comida en óptimas condiciones. Cuando estaban a punto de pasar a 
la fase de pupa se colocaron en unos agujeros cilindricos realizados en unas barras de madera 
maciza hasta que pupasen, con el fin de aislar las prepupas durante la fase de ecdisis de la 
humedad que proporciona la comida. Esto tiene como objeto aislar las prepupas durante la 
fase de ecdisis de la humedad que proporciona la comida.
Después de selecionar las mejores pupas, se colocaron en una jaula cilindrica de 
rejilla metálica de 1,85 m de altura y 1 m de diámetro, provista de una bombilla roja, para 
facilitar el apareamiento, una planta de tabaco, donde depositar los huevos, y una placa de 
petri con algodón hidrófilo empapado en una solución acuosa de miel al 10%, como alimento 
para los adultos.
2.2.- Heliothis virescens.
Una vez eclosionados los huevos, las larvas, al igual que en el caso de Manduca 
sexta, se trasladaron a unas cajas multiwell (Costar Europe Ltd., Holanda) de 24 
compartimentos cilindricos de 2 cm2 de superficie y 3,4 cm3 de volumen, y con 
aproximadamente 1,5 cm3 de dieta artificial. El procedimiento posterior fue similar al 
utilizado para M. sexta. La dieta artificial empleada se describe en las tablas III y IV.
Cuando las larvas llegaban al último estadio y estaban a punto de pupar, se 
trasladaron a otras cajas similares a las anteriores, pero en este caso de 18 compartimentos, 
rellenas de virutas de madera, cuya finalidad es evitar el exceso de humedad que proporciona 
la comida durante la ecdisis. Una vez seleccionadas las mejores pupas, se colocaron en unas 
jaulas cúbicas de 25 cm de lado cuyo armazón es de madera, con tres lados forrados de 
chapa y los otros tres móviles de tela de gasa, donde las hembras adultas depositan sus
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huevos. Acoplado a la tela de gasa de la parte superior se colocaron dos viales con la 
solución de miel al 10%, proporcionándoles así el alimento a los adultos.
Tanto en el caso de M. sexta, como en el de H. virescens, se recogieron los huevos 
cada dos días y se guardaron en cajas de plástico hasta su eclosión, momento en el cual se 
trasladaron a sus cajas respectivas con la dieta artificial. De esta forma, se colocaron en la 
misma caja insectos de edad homogénea lo cual facilitó el acceso a grupos de animales del 
mismo estadio larvario.
Ambas especies se mantuvieron durante todo su ciclo de desarrollo en una cámara 
de cría aclimatada a 25±2°C de temperatura, 65-70% de humedad relativa y con un 
fotoperíodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad.
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Tabla ID.- Porcentaje de los componentes de las dietas artificiales empleadas para cada uno de los 
insectos estudiados.
Manduca sexta Heliothis virescens
Agar 2 2
Mezcla de sales Wesson 2 1,2
Germen de trigo 10 3,6
Caseína 4,5 —
Sacarosa 4 1,47
Levadura de cerveza 3 —
Colesterol 0,1 —
Ácido sórbico 0,2 0,11
Nipagin 0,1 0,18
Hidrocloruro de tetraciclina 0,02 0,017
Acido ascórbico 0,3 0,5
Mezcla de vitaminas* 0,003 0,011
Aceite de maíz 0,4 —
Formaldehido al 10% 2 0,5
Harina de soja — 8,1
Cloruro de colina — 0,2
Hidróxido potásico — 0,6
♦Ver tabla IV.
Tabla IV.- Porcentajes de los componentes de la mezcla de vitaminas de las dietas artificiales de 
Manduca sexta y Heliothis virescens.
Manduca sexta Heliothis virescens
Ácido nicotínico 33 22
Pantotenato de calcio 33 44,5
Riboflavina 16,6 11
Tiamina 8 5,5
Piridoxina 8 5,5
Ácido fólico 0,7 11
Biotina 0,7 0,45
Vitamina B12 — 0,05
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3.- 8-ENDOTOXINAS DE Bacillus íhuringiensis UTILIZADAS.
Las ICPs de Bacillus íhuringiensis utilizadas son dos proteínas cristalinas propias 
de lepidópteros, CryIA(b) y CrylA(c). Ambas toxinas, activadas mediante digestión con 
tripsina, fueron cedidas por Plant Genetic Systems (Gante, Bélgica). La toxina CrylA(c) se 
purificó de la cepa HD-73 de B.t. subespecie kurstaki (Hófte et al., 1986). La proteína 
CryIA(b) fue clonada, obteniéndose como una proteína de 130 kDa expresada en un sistema 
recombinante de Escherichia cotí (Hófte et al, 1986; 1988).
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4.- TRATAMIENTOS.
Para realizar los experimentos se han usado las placas multiwell descritas para el 
mantenimiento de las larvas de Heliothis virescens, a las que se les ha añadido la dieta 
artificial correspondiente a cada uno de los insectos empleados, con la salvedad de que no se 
le añadió formol para no interferir con los resultados.
Las larvas de los insectos objeto de estudio se han mantenido en ayuno durante 
15-20 horas antes de colocarlos en la comida intoxicada con el fin de estimularlos a comer.
Antes de colocar los insectos en los pocilios, y después de que la dieta artificial se 
hubiese solidificado y enfriado, se añadió en su superficie las correspondientes toxinas 
disueltas en tampón carbonato compuesto por NajCOj-HCl 50 mM a pH 9,5 y DTT 10 mM.
Se añadía una dosis de 3250 ng/cm2 (0,13 mg/ml) de CryIA(b) o 200 ng/cm2 
(8x10'3 mg/ml) de CiylA(c) (que representa aproximadamente dos veces la LC50 de la cepa 
control de H. virescens), en 50 |il de la solución de toxina para cada pocilio, pues era la 
cantidad mínima necesaria para cubrir toda la superficie del pocilio. Para el caso de H. 
virescens, se empleó la misma dosis de toxinas tanto para la cepa sensible como para la 
resistente y por tanto debía ser una dosis que no provocase la muerte de las larvas de la cepa 
sensible CPN (hay que recordar que CP73 era 13 veces más resistente a CryIA(b) que CPN 
y 50 veces más resistente a CrylA(c) que la sensible).
Paralelamente se han realizado experimentos control en los que se alimentó a las 
larvas con comida a la que se le había añadido a cada pocilio sólamente 50 |il del mismo 
tampón carbonato en que están disueltas las toxinas.
Una vez seca la toxina, y tras colocar las larvas de los insectos, se envolvieron las 
cajas en plástico adherente transparente (al que se hicieron pequeños agujeros de ventilación) 
para evitar fugas.
Las larvas fueron alimentadas con la dieta que contenía la toxina durante tiempos 
distintos, en función de la técnica analítica a la que se iba a destinar la muestra. Todos los 
insectos se mantuvieron en la cámara de cría aclimatada. Tras los periodos de intoxicación se 
procedió a la disección de las larvas y obtención de las diferentes muestras.
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5.- TÉCNICAS OPERATORIAS.
En la figura 6 se representa esquemáticamente la morfología extema e interna de las 
larvas utilizadas.
Una vez las larvas fueron paralizadas en hielo durante unos minutos se colocaron 
estiradas en posición decúbito prono sobre una placa de petri rellena de parafina sólida y se 
sujetaron con dos alfileres entomológicos, uno en la unión de la cabeza con el tórax y otro en 
la parte posterior de la larva, entre el penúltimo y último segmento abdominal.
A continuación, y bajo microscopio estereoscópico, se practicó una pequeña 
incisión en la parte posterior del animal y se fue cortando longitudinalmente la cutícula en su 
parte dorsal con unas tijeras de iridectomía.
5.1.- Extracción de la hemolinfa.
La hemolinfa que fluía de los cortes realizados fue recogida en micropipetas 
desechables, previamente heparinizadas, de 10 y 50 jil según se tratara de larvas de H. 
virescens o de M. sexta, respectivamente.
Inmediatamente después de su extracción, la hemolinfa se vertió a tubos eppendorf 
de 1,5 mi de capacidad, y se midió el pH. Todas las muestras de hemolinfa se mantuvieron a 
-20°C hasta su posterior estudio analítico.
Para la heparinización se partió de una solución de heparina Rovi (5000 U.I./cc) 
diluyéndola para su utilización a una concentración 100 veces menor (50 U.I./cc).
Se han utilizado entre 12 y 15 larvas de H. virescens y de 7 a 10 larvas de M. sexta 
por tratamiento y por repetición, con el fin de asegurar un mínimo de 100 pl de muestra y 
para evitar las diferencias individuales.
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Figura 6.- Representación esquemática de la morfología externa (A) y sistema digestivo (B) de una 
larva de Manduca sexta. Aunque las larvas de H eliothis virescens presentan diferencias 
morfológicas externas con Manduca sexta, la estructura del sistema digestivo es similar.
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5.2.- Extracción del contenido intestinal y del epitelio más el 
contenido intestinal.
Una vez era visible el tubo digestivo de los insectos, después de separar la cutícula 
y apartar los túbulos renales, se realizaron dos pequeños cortes, con el fin de aislar y extraer 
únicamente el intestino medio de los insectos. El primer corte se practicó en la última porción 
del tubo digestivo correspondiente al intestino medio y el siguiente en la zona anterior del 
intestino medio. Con unas pinzas finas se estiró la membrana peritrófica por la incisión 
posterior, arrastrándola junto con el contenido digestivo del intestino medio.
Los contenidos intestinales de 12 a 15 larvas de H. virescens y entre 7 y 10 larvas 
de M. sexta (correspondientes aproximadamente a unos 0,3 g de muestra) se colocaron en 
un tubo eppendorf de 1,5 mi de capacidad y, al igual que en la hemolinfa, se midió el pH. 
Posteriormente las muestras se guardaron en el congelador a -20°C hasta su análisis 
posterior.
En otros experimentos se separó todo el intestino medio, incluyendo epitelio 
intestinal, membrana peritrófica y contenido intestinal, mediante dos cortes transversales del 
intestino medio. Estas muestras también sufrieron el mismo tratamiento que las anteriores.
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6.- TÉCNICAS ANALÍTICAS.
6.1.- Medida del pH.
Para la determinación del pH de las muestras de intestino medio y hemolinfa se ha 
usado un pHmetro ORION SA520 equipado con un microelectrodo ORION de superficie 
plana 9165SC, calibrado con tampones CRISON de pH 4,02 y 7,00.
En primer lugar se determinó la concentración de hidrogeniones del contenido 
intestinal in situ en Manduca sexta, aplicando el microelectrodo plano directamente en el 
contenido intestinal y en la parte interna del epitelio intestinal. Esto tenía por objeto comparar 
estos resultados con los obtenidos ex situ, puesto que si no difieren siempre se podrían 
obtener los resultados ex situ de un “pool” de insectos y así evitar las diferencias 
individuales. Para ello se realizaron 4 medidas utilizando en cada medida 10 intestinos 
medios de M. sexta.
Para M. sexta la determinación del pH del intestino medio, hemolinfa y epitelio más 
contenido del intestino medio ex situ se realizó a las 2, 4, 23, 27 y 48 horas después de la 
exposición a la toxina correspondiente. Y para H. virescens, tanto la cepa sensible como las 
resistentes, se determinó a las 1, 2, 3, 4, 5, 22, 24 y 48 horas después del comienzo de la 
intoxicación. Se optó por la determinación durante cortos periodos de tiempo al principio del 
experimento porque, según la bibliografía, es al principio de la intoxicación cuando se 
observan los efectos tóxicos más drásticos causados por las 8-endotoxinas. Los tiempos de 
los experimentos no se alargaron más porque a partir de 48 horas después de la intoxicación 
los insectos control ya estaban comenzando a pupar.
Además de los experimentos control, paralelamente se midió ex situ el pH del 
contenido intestinal, hemolinfa y epitelio más contenido del intestino medio en larvas que, 
después del periodo de ayuno, se alimentaron con la dieta artificial sin ningún tipo de 
tratamiento (ni toxina ni tampón). De esta forma se obtuvieron valores de pH en condiciones 
normales.
Se midió el pH tres veces para cada muestra y se realizaron, como mínimo, tres 
repeticiones.
Se realizó un estudio estadístico de los resultados mediante un test ANOVA con un 
nivel de significación del 95%. Cuando existían diferencias significativas, se realizó un test a 
posteriori FISHER PLSD.
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6.2.- Medida de cationes.
Se determinaron los cationes inorgánicos potasio, magnesio, sodio y calcio del 
contenido intestinal, hemolinfa y epitelio del intestino medio más contenido intestinal de 
larvas de M. sexta y de H. virescens, tanto de la cepa sensible como de las resistentes a las 
6-endotoxinas de B.t.
El potasio y el sodio se analizaron por espectrofotometría de emisión a 766,5 y 
589,0 nm de longitud de onda y, 0,4 y 0,14 de rendija, respectivamente. El calcio y 
magnesio se determinaron por espectrofotometría de absorción atómica, empleando una 
lámpara de cátodo hueco multielemental CATHODEON Ltd. a 422,5 y 285,2 nm de longitud 
de onda respectivamente. En la determinación de sodio y potasio por emisión en llama se ha 
utilizado una concentración de potasio y sodio de 1000 pg/ml, respectivamente, como 
supresor de ionización. En la determinación de calcio y magnesio por absorción atómica se 
ha añadido 3000 pg/ml de lantano a todas las disoluciones, como agente liberador.
Todas las medidas se realizaron con un espectrofotómetro PERKIN-ELMER a la 
llama modelo 5000, equipado con un registrador modelo 561 y un corrector de fondo de 
deuterio para la determinación en llama de aire-acetileno.
6.2.1.- Preparación de las muestras.
Después de pesar todas las muestras, fueron digeridas en 2 mi de ácido nítrico 
concentrado para análisis (Baker analyzed®) al baño de María durante 10-12 horas, hasta 
que dejasen de salir humos de dióxido de nitrógeno, lo cual indicaba que la materia orgánica 
de las muestras estaba prácticamente digerida. Mientras se sucedía la digestión cada tubo se 
tapó con Parafilm M® perforado para que se permitiese la salida de los humos evitando en lo 
posible la salida de vapores. Una vez concluida la digestión se añadieron 0,4 mi de cloruro 
de lantano hidratado (LaCl3x7H20) 0,2 M y posteriormente se enrasó con agua ultrapura 
(Milli-Q, Millipore, S.A., Molsheim, Francia) hasta un volumen total de 5 mi.
Para comprobar que las muestras no habían sufrido ninguna contaminación se 
prepararon blancos que también sufrieron la digestión al igual que las muestras.
Se realizaron experiencias preliminares con M. sexta y H. virescens para conocer la 
dilución que debían sufrir las diferentes muestras digeridas, según el límite de detección del 
aparato. Las diluciones para medir los diferentes cationes se muestran en la tabla V.
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Finalmente las muestras contenían 3000 pg/ml de lantano y, además, las destinadas 
;a la medida del ión potasio contenían 1000 pg/ml de sodio y las destinadas a la medida del 
iión sodio 1000 pg/ml de potasio.
Tabla V.- Diluciones (volumen de muestra/volumen total) de las diversas muestras 
para medir los diferentes cationes.
Tipo de muestra K+ Na+ Ca2+ Mg2+
Comida 1/150 1/4 1/50 1/50
Hemolinfa 1/50 1/4 1/50 1/150
Contenido intestinal 1/150 1/4 1/50 1/50
6.2.2.- Preparación de los patrones.
Todas las soluciones de iones se prepararon a partir de sales para análisis que 
contenían la mínima cantidad de impurezas posible.
Paralelamente a la preparación de las muestras se elaboraron 3 series de patrones, 
una para cada una de las diluciones de las muestras, de forma que dos series eran adecuadas 
como patrones de potasio, calcio y magnesio (diluciones 1/50 y 1/150) y otra serie como 
patrón de sodio (dilución 1/4). Dichas series presentan las siguientes características:
— Serie 1: Patrones de potasio, calcio y magnesio para muestras diluidas 1/50. La 
composición y concentración (en pg/ml) es:
PATRONES 
SERIE 1
K+ Ca2+ Mg2+ Lantano h n o 3 Na+
Patrón 0 0 0 0 3000 8 ml/1 1000
Patrón 1 1 0,8 0,1 3000 8 ml/1 1000
Patrón 2 2 1,6 0,2 3000 8ml/l 1000
Patrón 3 3 2,4 0,3 3000 8 ml/1 1000
Patrón 4 4 3,2 0,4 3000 8 ml/1 1000
Patrón 5 5 4 0,5 3000 8 ml/1 1000
46
Material y Métodos
— Serie 2: Patrones de potasio, calcio y magnesio para muestras diluidas 1/150. La 
composición y concentración (en |ig/ml) es:
PATRONES 
SERIE 2
K+ Ca2+ Mg2+ Lantano h n o 3 Na+
Patrón 0 0 0 0 3000 2,67 ml/1 1000
Patrón 1 1 0,8 0,1 3000 2,67 ml/1 1000
Patrón 2 2 1,6 0,2 3000 2,67 ml/1 1000
Patrón 3 3 2,4 0,3 3000 2,67 ml/1 1000
Patrón 4 4 3,2 0,4 3000 2,67 ml/1 1000
Patrón 5 5 4 0,5 3000 2,67 ml/1 1000
— Serie 3: Patrones de sodio para muestras diluidas 1/4. La composición y 
concentración (en pg/ml) es:
PATRONES 
SERIE 3
Na+ Ca2+ Mg2+ Lantano h n o 3 K+
Patrón 0 0 0 0 3000 100 ml/1 1000
Patrón 1 1 0,8 0,1 3000 100 ml/1 1000
Patrón 2 2 1,6 0,2 3000 100 ml/1 1000
Patrón 3 3 2,4 0,3 3000 100 ml/1 1000
Patrón 4 4 3,2 0,4 3000 100 ml/1 1000
Patrón 5 5 4 0,5 3000 100 ml/1 1000
Como puede observarse, todos los patrones empleados debían tener, además de la 
cantidad de iones correspondiente, 3000 pg/ml de lantano, y ácido nítrico en la proporción 
correspondiente a la dilución que había sufrido la muestra digerida. Al igual que con las 
muestras, se añadieron 1000 pg/ml de sodio en los patrones de potasio y 1000 pg/ml de 
potasio en los patrones de sodio, enrasándolo todo con agua ultrapura.
6.2.3.- Análisis de los resultados.
Con los datos de los patrones obtenidos en el espectrofotómetro se obtuvieron 
diversas gráficas, una para cada dilución y para cada catión, representando la concentración 
del catión corrrespondiente (en pg/ml) en el eje de abcisas y el valor obtenido en el
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espectrofotómetro en el eje de ordenadas. De estas gráficas se obtuvieron rectas de regresión 
con un coeficiente de correlación de 0,9999.
Todos los datos de análisis de iones se expresaron en jimoles/g de peso fresco, y se 
obtuvieron de interpolar los valores de las muestras diluidas obtenidos en el 
espectrofotómetro con las rectas mencionadas, teniéndose en cuenta la dilución 
correspondiente y el peso inicial de las muestras frescas.
Al igual que en el caso del pH, se realizó un estudio estadístico de los resultados 
mediante un test ANOVA con un nivel de significación del 95%. Cuando existían diferencias 
significativas, se realizó un test a posteriori FISHER PLSD.
6.3.- Determinación analítica de aniones inorgánicos.
Los aniones objeto de estudio han sido cloruro, sulfato y fosfato. De entre los 
muchos métodos analíticos de determinación de iones hemos elegido la cromatografía iónica, 
puesto que con este método se minimiza la cantidad de muestra necesaria para los análisis.
La determinación analítica de todos los aniones se ha realizado utilizando un equipo 
de cromatografía iónica Shimadzu (HIC-6A).
6.3.1.- Descripción del cromatógrafo.
El cromatógrafo iónico utilizado presenta el mismo aspecto que un cromatógrafo 
convencional. En la figura 7 se muestra un esquema, en el que se puede observar un 
depósito para el eluyente o fase móvil, una bomba cuya misión es proporcionar un caudal 
constante del mismo, un sistema de inyección de las muestras, una precolumna, para retirar 
las impurezas del eluyente y evitar la contaminación de la columna analítica, una columna de 
intercambio iónico, un homo (CTO-6AS), que mantiene constante la temperatura de ambas 
columnas y un detector de conductividad iónica (CDD-6A) conectado a un integrador 
(C-R6A Chromatopac).
La bomba empleada es una bomba monopistón que suministra una sene de pulsos 
unidireccionales de fase móvil. Se trabaja con caudales fijos y bajos, del orden de 
1-2 ml/min. Por otra parte, la presión debe ser suficientemente elevada para vencer la 
resistencia que ofrecen las partículas compactadas de la columna, aunque no excesiva ya que 
puede producir fugas y perjudicar a la misma.
48
Material y Métodos
Muestra
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Figura 7.- Esquema del cromatógrafo iónico.
El sistema de introducción de las muestras, o inyector, lleva incorporado una 
válvula de volumen fijo de inyección manual, Rheodyne P7N 7125-047 de 20 |il de 
volumen.
El equipo posee un homo con selector de temperaturas donde se encuentran la 
precolumna, la columna analítica y el detector conductimétrico. Aunque el control de la 
temperatura no es primordial para el proceso de separación, disminuye la viscosidad del 
eluyente, y por tanto se requieren presiones menores, aumenta la solubilidad de la muestra 
así como la movilidad iónica, obteniéndose mayor frecuencia de intercambio. Por otra parte, 
interesa termostatar la célula conductimétrica para evitar cambios bruscos en el valor de 
conductividad, ya que éste varía mucho con la temperatura.
La columna donde se lleva a cabo la separación de los aniones inorgánicos de las 
muestras es la parte fundamental del equipo cromatográfico y de su elección va a depender el 
resultado de un análisis. Por tanto, puesto que el ensayo con distintas columnas es imposible 
por sus costos elevados, y tras experimentos preliminares, se encontró la fase estacionaria 
capaz de resolver la muestra objeto de estudio. La columna de baja capacidad 
(0,005-0,1 meq/g) utilizada es SHIM-PACK IC-A1, cuyo relleno es polimetacrilato de 
amonio cuaternario (polímero orgánico) de 12,5 J im  de tamaño de partícula y cuyas 
dimensiones son 4,6 x 100 mm, capaz de soportar presiones máximas de 25 Kg/cm2 y puede 
trabajar hasta 50°C. El instrumento está equipado con una precolumna Shodex IC-524P, 
rellena de un empaquetamiento químicamente igual al de la columna analítica, cuyas 
dimensiones son 4,6x10 mm.
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El integrador permite el reprocesamiento de los cromatogramas, variando tanto las 
condiciones de integración como las de registro. Hay una serie de funciones que gobiernan la 
correcta integración de los picos, y sus valores pueden ser modificados a lo largo de un 
cromatograma, aunque en el presente trabajo se han mantenido constantes tanto en los 
cromatogramas de muestras como en los de patrones. Estas funciones, y sus valores, son:
- anchura media del pico más estrecho (WTDTH): 5 seg.
- grado de deriva de la línea base (DRIFT): 0
- área mínima detectable: 1000 cuentas
- sensibilidad de detección mínima (SLOPE): 148-203 |iV/S
- tiempo de alteración de parámetros (T.DBL): 0
- órdenes de integración (TIME.PRG): ninguna.
Otros factores que influyen en la apariencia extema del registro, y que no modifican 
el valor del área de los picos, son: la atenuación (ATTEN) que ha sido de 23, y la velocidad 
del papel (SPEED) que ha sido de 5 mm/min.
6.3.2.- Acondicionamiento del eluyente, de los patrones y de las muestras.
La existencia de partículas sólidas en la fase móvil o en las muestras puede provocar 
diferentes problemas en el equipo de cromatografía descrito anteriormente, como el bloqueo 
parcial o total de los sistemas de inyección, de los conductos o de la propia columna 
analítica. Por este motivo el eluyente debe ser microfiltrado diariamente con filtros (con un 
tamaño de poro de 0,45 |im) que no se vean alterados por los eluyentes empleados. La 
filtración se realiza al vacío y posteriormente el eluyente se somete a ultrasonidos para 
eliminar el oxígeno disuelto que podría producir burbujas de aire en el interior del sistema de 
cromatografía.
Por el mismo motivo, los patrones y las muestras también deben ser microfiltrados. 
Los filtros por donde se pasan han sido de Nylon de Micro Separations Inc., con un tamaño 
de poro de 0,45 J im  que pueden soportar presiones de hasta 5,3 Kg/cm2.
6.3.3.- Fase móvil.
A la hora de obtener una buena separación cromatográfica es muy importante 
seleccionar adecuadamente el eluyente. La separación de los distintos aniones de las muestras 
será el resultado de las diferentes afinidades relativas de los iones sobre los puntos activos de
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la fase estacionaria y su solubilidad en el eluyente. Esta competencia eluyente-soluto y las 
distintas afinidades vienen marcadas por la naturaleza del eluyente. Fijado el eluyente de 
base, existirán otras variables que afectarán también a la retención de los solutos iónicos y 
que deberán controlarse para proceder a una separación eficaz. Por otro lado, debido a que 
las muestras que hemos sometido a separación por intercambio iónico son solubles en agua, 
las fases móviles que hemos empleado han sido también acuosas y contenían distintos 
solutos.
Se han utilizado varios eluyentes, como el ácido para-hidroxibenzoico, KOH, ácido 
ftálico o el hidrogenoftalato potásico. Todos se han utilizado con diferentes condiciones 
cromatográficas y pH. El eluyente final empleado para detectar y cuantificar los aniones 
inorgánicos presentes en nuestras muestras ha sido el ácido ftálico 0,975 mM ajustado a pH 
4,10 con Tris 0,1 M, obteniéndose una conductividad de fondo de 125 p.S/cm y una tasa de 
flujo de 1,5 ml/min a 40°C.
6.3.4.- Identificación de los aniones inorgánicos.
Una vez elegido el eluyente se ha realizado un estudio cualitativo de los aniones 
inorgánicos presentes en la muestra. Se prepararon disoluciones individuales, con agua 
ultrapura, de cada una de las especies a identificar y se inyectaron en el cromatógrafo, previo 
filtrado. De esta manera fue posible observar el número de picos que originaba cada anión, 
sus tiempos de retención y sus factores de respuesta.
A continuación se identificó cada uno de los componentes en una mezcla. Para ello 
se preparó una disolución de las sales sódicas de iones inorgánicos (cloruro, sulfato y 
fosfato) con concentración entre 50 y 200 mg/1 como se indica en la tabla VI.
Tabla VI.- Concentraciones de los iones inorgánicos.
Aniones Concentración (mg/1)
Cloruro 50
Fosfato 150
Sulfato 200
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6.3.5.- Preparación de patrones y curvas de calibrado.
Establecidas las condiciones cromatográñcas óptimas, se prepararon las diferentes 
soluciones patrón con el fin de construir curvas de calibrado para cuantiñcar los resultados.
Elegimos el método de líneas de calibración y no de adición estándar puesto que no 
hay diferencias significativas entre las pendientes y, además, se produce un adelantamiento y 
un aumento desproporcionado del pico del sistema, que conduce a un solapamiento parcial 
con el pico del sulfato y por tanto errores en la integración de dicho componente.
Se realizaron ensayos previos para establecer el intervalo de concentraciones de los 
patrones y se tuvieron en cuenta los dos posibles problemas a los que podíamos 
enfrentamos. Interesaba que las rectas de calibrado abarcasen un intervalo lo más amplio 
posible de concentraciones, para lo que se requirió inyectar disoluciones concentradas, lo 
que produjo solapamientos entre picos próximos. Por otro lado, la asimetría de los picos 
hizo alterar los tiempos de retención de los distintos componentes al variar su concentración. 
Se prepararon 5 patrones estándar para la calibración.
En primer lugar se prepararon dos disoluciones madre, A y B, con agua ultrapura 
que contenían las sales sódicas de los iones inorgánicos objeto de estudio y cuyas 
concentraciones se detallan en la tabla VIL
Tabla VIL- Concentración (mg/ml) de los aniones inorgánicos en tres disoluciones madre.
A B
Cloruro 2000 —
Sulfato 1000 —
Fosfato — 10000
A partir de estas disoluciones madre se prepararon 5 disoluciones patrón, para lo 
cual se tomaron las alícuotas de las disoluciones madre que se expresan en la tabla Vm y se 
llevaron a un volumen final de 50 mi, obteniéndose, para cada ion, la concentración que se 
detalla en la tabla IX.
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Tabla Vm.~ Cantidad (en mi) de las disoluciones madre para formar los distintos patrones.
Patrón mi de disolución A mi de disolución B
1 0,2 0,05
2 0,5 0,375
3 2 0,75
4 4 1,75
5 6 2,5
Tabla IX.- Concentración (mg/ml) de los aniones inorgánicos en los diferentes patrones.
Patrón Cloruro Sulfato Fosfato
1 8 4 10
2 20 10 75
3 80 40 150
4 160 80 350
5 240 120 500
A continuación cada disolución patrón se filtró con filtros de nylon de 0,45 |J.m de 
tamaño de poro, y se tomaron de ella los 20 |xl que se inyectaron en el cromatógrafo iónico.
6.3.6.- Preparación de las muestras.
Cuando se trabaja con muestras reales, y además biológicas, éstas pueden contener 
sustancias que interfieran en el sistema cromatográfico o que se retengan fuertemente en la 
columna y estropearla. En este caso, se realizará además del filtrado una separación de tales 
componentes. Para ello, se han probado diferentes tratamientos pero el tratamiento elegido ha 
sido el que se detalla a continuación:
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100 mg MUESTRAS DE INTESTINO MEDIO O HEMOLINFA
HOMOGENIZACION
CENTRIFUGACION (8000 rpm 20 min 20°C)
= 50 jxl SOBRENADANTE PRECIPITADO
LAVADO dos veces con 50 )xl de agua
« 150 \l\
/ \
SEPARACION CON CLOROFORMO (1:1) 
AGITACION 30 min
CENTRIFUGACION (8000 rpm 20 min 20°C)
« 150 |ll SOBRENADANTE FASE ORGANICA
LAVADO con 100 pl de agua
* 250 pl 
^  CALENTAR 5 min 60°C
^  EXTRACCIÓN CON C-18 (lavado con 250 pl de agua)
Vt  * 500 pl
^  FILTRADO (0.45 pm)
INYECCIÓN (20 pl)
Los cartuchos de extracción en fase sólida de 200 mg (C-18) (Analytichem 
International, Varían División) fueron previamente acondicionados con 2 mi de metanol y 
2 mi de agua, antes de hacer pasar la muestra a través de ellos.
6.3.7.- Análisis de los resultados.
Como en los casos anteriores, se realizó un estudio estadístico de los resultados 
mediante un test ANOVA con un nivel de significación del 95%. Cuando existían diferencias 
significativas, se realizó un test a posteriori FISHER PLSD.
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6.3.8.- Ensayos de recuperación.
Para aseguramos que al tratar las muestras con cloroformo y hacerla pasar por los 
cartuchos de extracción C-18, no se retenían compuestos de interés, se determinaron los 
porcentajes de recuperación.
Para llevar a cabo los ensayos de recuperación de los aniones inorgánicos cloruro, 
sulfato y fosfato, antes del tratamiento con cloroformo se añadió a los patrones una cantidad 
conocida de una solución acuosa (tabla X) de todos los aniones, así como a las muestras de 
hemolinfa. Después, ambos sufrieron el tratamiento descrito en el apartado anterior.
Los porcentajes de recuperación se han determinado por comparación directa de las 
áreas así obtenidas y de las halladas por inyección directa en el cromatógrafo iónico en las 
condiciones óptimas establecidas.
Tabla X.- Concentración de los aniones inorgánicos en la solución acuosa añadida a los 
patrones y a las muestras de hemolinfa.
Aniones Solución acuosa 
(llmoles/ml)
Fosfato 12,2
Cloruro 3,01
Sulfato 2,4
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Resultados
1.- MEDIDAS DE pH EN MUESTRAS DE Manduca sexta.
1.1.- pH del contenido intestinal in situ.
El empleo de un electrodo plano ños ha permitido medir el pH directamente in situ, 
una vez diseccionado el animal. El pH obtenido cuando se ha aplicado el electrodo 
directamente sobre el contenido intestinal o sobre la parte interna del epitelio intestinal de M. 
sexta (tabla XI) es significativamente diferente, por tanto cabe esperar que las medidas del 
pH en muestras de epitelio más contenido intestinal ex situ sean diferentes a las de contenido 
intestinal.
Tabla XI.- pH ± desviaciones estándar del contenido intestinal y de la cara 
interna del epitelio intestinal de M. sexta.
Muestra pH*
Contenido intestinal 9,43 ± 0,70
Pared interna del intestino medio 8,04 ± 0,40
♦Diferencias significativas (p<0,001)
1.2.- pH de las diferentes muestras en condiciones normales.
En la figura 8 se muestran los resultados obtenidos cuando se midió el pH del 
contenido intestinal, epitelio más contenido intestinal y hemolinfa de M. sexta. Como puede 
observarse el pH del epitelio más contenido intestinal (8,71 ± 0,26) es significativamente 
más bajo al de las muestras de contenido intestinal (9,46 ± 0,36). El pH de las muestras de 
hemolinfa oscila alrededor de 6,70 ± 0,04.
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Figura 8.- pH (± desviación estándar) de las distintas muestras de M. sexta. CI: contenido 
intestinal; CI+I: epitelio más contenido intestinal. *Diferencias significativas 
para p<0,001.
1.3.- Efecto del tratamiento con 8-endotoxinas de B.t. sobre el pH de 
las muestras de M.sexta.
En la figura 9 se muestra el pH de las diferentes muestras de contenido intestinal de 
larvas de M. sexta a las 2, 4, 23, 27 y 48 horas después de exponerlas a comida control y 
tratada con las diferentes toxinas, como se describe en Material y Métodos. En ella se 
observa que las larvas intoxicadas presentan un pH más bajo a lo largo de todo el periodo de 
esttudioque las larvas control. Esta disminución es significativamente diferente (p<0,001) y 
del orden de 1-1,5 unidades de pH, manteniéndose ligeramente más bajo en larvas expuestas 
a la toxina CrylA(c) que en las expuestas a CrylA(b), pero sin existir diferencias 
significativas entre ambos tratamientos.
Un efecto similar ocurre en el pH de muestras de epitelio más contenido intestinal 
de larvas de M. sexta (Figura 10). El pH de las muestras de larvas expuestas a las dos 
toxinas es significativamente más bajo (p<0,001) que las de larvas alimentadas con comida 
control. Esta disminución es similar en las larvas alimentadas con CrylA(c) y con CrylA(b), 
excepto a las 23 y 27 h después del tratamiento, en que el pH de las larvas expuestas a 
CrylA(c) es más alto que el de las expuestas a CryIA(b).
En cuanto a las muestras de hemolinfa de M. sexta (Figura 11) las variaciones de 
pH  observadas no son muy acentuadas entre los insectos alimentados con comida control 
com respecto a los alimentados con comida tratada con CrylA(b) y con CrylA(c), aunque el 
pH  de las larvas expuestas a las toxinas de B.t. es significativamente superior (p<0,001) al 
de; las controles.
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Figura 9.- Valores medios de pH de muestras de contenido intestinal de larvas de Af. sexta a las 2, 
4, 23, 27 y 48 horas después de la exposición a comida control, tratada con CryIA(b) o 
tratada con CrylA(c).
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Figura 10.- Valores medios de pH de muestras de epitelio más contenido intestinal de larvas de M.
sexta a las 2, 4, 23, 27 y 48 horas después de la exposición a comida control, tratada 
con CryIA(b) o tratada con CryIA(c).
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Figura 11.- Valores medios de pH de muestras de hemolinfa de larvas de M. sexta a las 2 ,4 ,23,27  
y 48 horas después de la exposición a comida control, tratada con CryIA(b) o tratada 
con CryIA(c).
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2.- MEDIDAS DE pH EN MUESTRAS DE Heliothis virescens.
2.1.- pH de las diferentes muestras de H. virescens en condiciones 
norm ales.
En condiciones normales el pH de contenido intestinal, epitelio más contenido 
intestinal y hemolinfa de H. virescens, tanto de la cepa sensible (CPN) como de la resistente 
(CP73) a las 8-endotoxinas, ha sido el que se muestra en la figura 12. Como puede 
observarse, el pH de las muestras estudiadas no difiere significativamente cuando se 
comparan las larvas sensibles con las resistentes. Ahora bien, cuando la comparación se hace 
entre las muestras de contenido intestinal y epitelio más contenido intestinal existen 
diferencias significativas (p<0,005) entre las muestras tanto de CPN (cepa sensible) como de 
CP73 (resistente).
PH
CI CI+I Hemolinfa
Figura 12.- Valores medios de pH de las distintas muestras de las dos cepas de H. virescens. 
CI: contenido intestinal; CI+I: epitelio más contenido intestinal.
2.2.- Efecto del tratamiento con 5-endotoxinas de B.t. sobre el pH de 
Has muestras de las cepas CPN y CP73 de H. virescens.
Los resultados de pH de las diferentes muestras en las dos cepas de H. virescens 
eexpuestas a comida control, tratada con CryIA(b) o tratada con CrylA(c), durante 1, 2, 3, 4, 
55, 22, 24 y 48 horas, permitieron estudiar el comportamiento de este parámetro a lo largo de 
ttodo el periodo de estudio, y sus posibles alteraciones como consecuencia del tratamiento 
ccon las toxinas de B.t.
■  CPN 
□  CP73
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En primer lugar se estudió d  pH del contenido intestinal tanto de la cepa sensible 
como de la resistente. En la figura 13.A, se puede observar que, al igual que ocurría con el 
pH del contenido intestinal de M. sexta, el de CPN es menor durante las primeras horas 
estudiadas (1 a 4 h) como consecuencia del tratamiento con ambas toxinas y sigue 
manteniéndose bajo hasta el último periodo de tiempo estudiado. Estas diferencias son 
significativas al nivel de p<0,001. Esta variación con respecto al control es mayor en las 
larvas tratadas con CryIA(b) que en las tratadas con CrylA(c), aunque a partir de las 22 h el 
pH del contenido intestinal de las larvas tratadas con CryIA(b) sufre un cambio y pasa a ser 
superior al de las tratadas con CrylA(c), pero sin llegar al valor de las controles.
En cambio, en las m ism as muestras correspondientes a la cepa CP73 (Figura 13.B) 
el pH no disminuye tanto como en CPN durante las primeras horas después de empezar a 
comer; a partir de las 4 h después del tratamiento con CrylA(c) la disminución es 
considerable, pero luego aumenta hasta igualarse con el de los controles a las 48 horas.
Hay que destacar que las larvas de H. virescens alimentadas con comida exenta de 
toxina se desarrollan mejor que las larvas alimentadas con comida tratada con toxina, como 
puede observarse en la figura 14, de forma que a las 48 horas las primeras están mucho más 
desarrolladas que las segundas y prácticamente están iniciando la muda a pupa. Esta 
diferencia en el desarrollo es más acusada en las larvas de la cepa sensible (CPN) (Figura 14) 
que en las larvas de la cepa resistente (CP73) (Figura 15).
También se estudió el pH del epitelio más contenido intestinal de las dos cepas, 
sensible y resistente, de H. virescens. Como puede observarse en la figura 16.A y B, el pH 
a las primeras horas estudiadas es mucho menor con respecto a los controles, del orden de 
una unidad de pH, tanto en CPN como en CP73. Ahora bien, mientras que en las larvas de 
CPN expuestas a comida tratada con toxinas este pH se mantiene significativamente más bajo 
(p<0,001) durante todo el periodo de estudio, en las de CP73 el pH aumenta hasta igualarse 
al de los controles a las 48 horas después de la exposición a CryIA(b).
En cuanto al pH de la hemolinfa de larvas de CPN y CP73, los resultados 
obtenidos se muestran en la figura 17.A y B. En general, el pH es mayor tras el tratamiento 
con CryIA(b) o CrylA(c). Además, esta variación es ligeramente superior en muestras de 
hemolinfa de larvas alimentadas con CryIA(b), tanto para la cepa CPN como para la CP73.
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Figura 13.- Valores medios de pH de muestras de contenido intestinal de larvas de H. virescens de 
las cepas CPN (A) y CP73 (B) a las 1, 2, 3, 4, 5, 22, 24 y 48 horas después de la 
exposición a la comida control, tratada con CryIA(b) o tratada con CrylA(c).
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B
Figura 14.- Aspecto que ofrecían las larvas de la cepa CPN de H. virescens a las 48 horas después 
de la exposición a comida control (A) o comida tratada con CryLA(c) (B).
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A
B
Figura 15.- Aspecto que ofrecían las larvas de la cepa CP73 de H. virescens a las 48 horas después 
de la exposición a comida control (A) o comida tratada con CrylA(c) (B).
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Figura 16.- Valores medios de pH de muestras de epitelio más contenido intestinal de larvas de H.
virescens de las cepas CPN (A) y CP73 (B), a las 1, 2, 3, 4, 5, 22, 24 y 48 horas 
después de la exposición a la comida control, tratada con CryIA(b) o tratada con 
CrylA(c).
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Figura 17.- Valores medios de pH de muestras de hemolinfa de larvas de H. virescens de las cepas 
CPN (A) y CP73 (B), a las 1, 2, 3, 4, 5, 22, 24 y 48 horas después de la exposición a 
la comida control, tratada con CryIA(b) o tratada con CrylA(c).
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2.3.- Efecto del tratamiento con S-endotoxinas de B.t. sobre el pH de 
las muestras de las cepas CPNxCP73 y cxc de H. virescens.
Por un problema en el laboratorio de origen, se perdió la cepa CP73, que fue 
sustituida en nuestros estudios por las cepas CPNxCP73 y cxc, también resistentes a las 
6-endotoxinas de B.t. y que fueron proporcionadas por el mismo laboratorio.
Al analizar el pH del contenido intestinal de larvas de las cepas mencionadas 
alimentadas con comida tratada con CrylA(c) (Figura 18.A y B) se observó un descenso 
significativo del pH (p<0,001), similar al observado en larvas de la cepa sensible (CPN) 
(Figura 13.A) sometidas al mismo tratamiento. Sin embargo, el comportamiento posterior de 
cada una de las cepas fue distinto. En CPNxCP73 el descenso de pH se mantuvo hasta 5 
horas después de la intoxicación, permaneciendo a estos niveles hasta las 22 horas, a partir 
de las cuales se inicia un ligero ascenso que nunca coincide con el de las controles, como 
ocurría en la cepa CP73 (Figura 13.B). En la cepa cxc, se observa el mismo descenso inicial 
de pH, sin embargo el valor más bajo se alcanza a las 2 horas de tratamiento. A partir de este 
momento se inicia un ascenso moderado con una clara tendencia a igualarse con el control. 
Esta tendencia, que es muy acusada a las 22 horas, no se mantiene con la misma intensidad, 
y tampoco en esta cepa se iguala el pH del contenido intestinal de larvas tratadas con el de las 
controles.
En la cepa cxc se pudo realizar también, a lo largo del tiempo, un análisis del pH de 
muestras de epitelio más contenido intestinal (Figura 19), observándose un valor 
significativamente menor (p<0,001), con respecto a los controles, de pH de las muestras de 
larvas alimentadas con comida tratada con CrylA(c) durante el periodo de estudio 
comprendido entre 1 y 22 horas; no obstante, a las 24 y 48 horas se igualan los valores de 
pH, tanto en los insectos que no han recibido la toxina como en los animales tratados. El 
comportamiento de estas larvas fue similar al observado en las larvas CP73 expuestas a 
CryIA(b) (Figura 16.B).
En cuanto a las muestras de hemolinfa (Figura 20.A y B) no se observan claras 
diferencias de pH como consecuencia del tratamiento con CrylA(c), ni en las larvas de la 
cepa CPNxCP73 ni en las de cxc. En ambas el pH es ligeramente superior como 
consecuencia del tratamiento con la toxina.
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Figura 18.- Valores medios de pH de muestras de contenido intestinal de larvas de H. virescens 
pertenecientes a las cepas CPNxCP73 (A) y cxc (B), a las 1, 2, 3, 4, 5, 22, 24 y 48 
horas después de la exposición a la comida control o tratada con CrylA(c).
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Figura 19.- Valores medios de pH de muestras de epitelio más contenido intestinal de larvas de H.
virescens de la cepa cxc a las 1,2, 3,4, 5, 22, 24 y 48 horas después de exponerlas a 
comida control o tratada con CrylA(c).
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Figura 20.- Valores medios de pH de muestras de hemolinfa de larvas de H. virescens de las cepas 
CPN x CP73 (A) y cxc (B) a las 1, 2, 3, 4, 5, 22, 24 y 48 horas después de la 
exposición a comida control o tratada con CiylA(c).
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3.- CONTENIDO DE CATIONES EN MUESTRAS DE M. sexta.
3.1.- Contenido de cationes de las diferentes muestras de M. sexta en 
ctondiciones normales.
Como hemos mencionado en Material y Métodos, en primer lugar se analizaron los 
Clariones potasio, magnesio, calcio y sodio en muestras de contenido intestinal, epitelio más 
Cíontenido intestinal y hemolinfa de M. sexta sin exponerlas a ningún tratamiento con 
S-endotoxinas de B.t.
En la figura 21 se muestran los resultados obtenidos para los diferentes cationes 
amarizados en los tres tipos de muestras de M. sexta. En todos ellos el catión predominante es 
ell potasio, seguido por el calcio, el magnesio y en último lugar el sodio, excepto en muestras 
d(e hemolinfa en que el segundo catión es el magnesio seguido del calcio y sodio en 
proporciones similares.
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3.2.- Efecto del tratamiento con 5-endotoxinas de B .t. sobre el 
contemido de cationes de muestras de contenido intestinal de M. sexta.
El estudio, a diferentes tiempos, del efecto del tratamiento con 5-endotoxinas de 
B.t. nos da el resultado que se muestra en la figura 22. En ella se observa que la 
concenttración de potasio disminuye significativamente (p<0,001) en el contenido intestinal 
como consecuencia del tratamiento con CryIA(b) y CrylA(c) y permanece bajo durante todo 
el periodo de estudio (Figura 22.A). En cambio, la concentración de magnesio aumenta 
significativamente (p<0,001) como consecuencia del tratamiento, siendo este aumento mayor 
en larvas alimentadas con comida tratada con CryIA(b) que con CrylA(c) a lo largo de todo 
el periodo de estudio (Figura 22.B).
En cuanto al contenido en calcio (Figura 22.C) se observa una disminución 
significativa (p<0,001) a lo largo de todas las horas estudiadas, pero esta disminución es 
más acusada a las 2 y 4 horas en las larvas alimentadas con comida tratada con CrylA(b), 
aunque en las siguientes horas estudiadas los valores obtenidos al tratar a los insectos con 
ambos ttipos de toxinas son más parejos.
Con respecto a los resultados en las concentraciones de sodio (Figura 22.D) no se 
observa claramente ningún efecto del tratamiento con las 5-endotoxinas con respecto a los 
individuos controles.
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Figura 22,-Valores medios de concentración de potasio (A), magnesio (B), calcio (C) y sodio (D) en muestras de contenido intestinal de larvas de M. sexta a las 2,
4, 23, 27 y 48 horas después déla exposición a comida control, tratada con CryIA(b) o tratada con CryIA(c).
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3.3.- Efecto del tratamiento con 8-endotoxinas de B .t. sobre el 
contenido de cationes de muestras de epitelio más contenido intestinal de M . 
se x ta .
En general, en el epitelio más contenido intestinal de los insectos control, la 
concentración de los cationes estudiados disminuye a lo largo del tiempo, excepto la del 
catión sodio que se mantiene más o menos constante durante todo el periodo de estudio 
(Figura 23).
En cuanto al efecto de la intoxicación con las toxinas de B.t., se observa que la 
concentración de potasio y calcio disminuye significativamente (p<0,001) a lo largo del 
tiempo, al igual que ocurría con las muestras de contenido intestinal (Figura 22), aunque esta 
disminución es más acusada en las muestras de insectos alimentados con CrylA(c) que en las 
de las larvas alimentadas con CryIA(b) (Figura 23.A y C). Además, el descenso observado 
en la concentración de potasio es mayor en muestras de contenido intestinal que en las de 
epitelio más contenido intestinal (Figuras 22.A y 23.A).
Respecto a la concentración de magnesio (Fig. 23.B) no se observa claramente el 
aumento que se producía en las muestras de contenido intestinal con referencia a sus 
controles (Fig. 22.B), por lo menos en las primeras horas estudiadas (2 y 4 horas), aunque 
en general, en muestras de epitelio más contenido intestinal, la concentración de magnesio es 
mayor que en las muestras de contenido intestinal en todos los tiempos estudiados.
Refiriéndonos a la concentración de sodio (Figura 23.D) no se observa ninguna 
pauta atribuible al efecto de las toxinas, siendo la concentración de sodio en los insectos 
intoxicados similar a la de los insectos controles al final del periodo de estudio.
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Figura 23.- Valores medios de concentración de potasio (A), magnesio (B), calcio (C) y sodio (D) en muestras de epitelio más contenido intestinal de larvas de M.
sexta a las 2, 4, 23, 27 y 48 horas después de la exposición a comida control, tratada con CryIA(b) o tratada con CrylA(c).
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3.4.- Efecto del tratamiento con 8-endotoxinas de B .t. sobre el 
contenido de cationes de muestras de hemolinfa de M. sexta.
La concentración de cationes potasio, magnesio, calcio y sodio en muestras de 
hemolinfa de larvas de M. sexta que no han sido sometidas a las toxinas, sufre ligeras 
variaciones a lo largo del periodo de estudio (Figura 24). Se observa, por regla general, una 
disminución en la concentración de todos los cationes estudiados, que es máxima a las 48 h 
de estudio.
También la concentración de cationes de la hemolinfa se ve afectada por la 
intoxicación de las larvas con las toxinas de B.t. (Figura 24). Esta alteración es más clara en 
los contenidos de potasio (Figura 24. A). Se observa que, en general, la intoxicación provoca 
un aumento en la concentración de este catión en la hemolinfa, durante todo el periodo de 
estudio, sobre todo cuando ésta se realiza con CryIA(b), y no se recuperan los valores de los 
controles en ninguno de los tiempos experimentados. En cuanto a la concentración de 
magnesio y calcio (Figura 24.B y C), se observan variaciones, pero, al contrario que para el 
potasio, se trata de disminuciones. En lo que respecta al sodio (Figura 24.D), los resultados 
no indican ninguna pauta concreta que pueda indicar un tipo de comportamiento definido.
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4.- CONTENIDO DE CATIONES EN MUESTRAS DE H. virescens.
4.1.- Contenido de cationes de las diferentes muestras de H. 
viresscens en condiciones normales.
El magnesio, potasio, calcio y sodio son los principales cationes inorgánicos 
mediiidos en el contenido intestinal, epitelio más contenido intestinal y hemolinfa de larvas de 
H. vvirescens, tanto de la cepa sensible (CPN) como resistente (CP73).
El análisis de la concentración de cationes en las diferentes muestras de H. 
viresscens aparece reflejado en la figura 25. El catión predominante en muestras de contenido 
intesistinal y epitelio más contenido intestinal es el potasio, seguido del calcio, y en 
propporciones similares se encuentran el magnesio y el sodio, tanto para la cepa sensible CPN 
(Figgura 25.A) como para la cepa resistente CP73 (Figura 25.B). En ambas cepas, la 
conocentración de calcio es mayor en las muestras de contenido intestinal que en las de epitelio 
más s contenido intestinal.
En cuanto a las muestras de hemolinfa, el catión predominante es el magnesio, 
seguuido muy de cerca del potasio, a continuación el calcio y por último el sodio, 
representando aproximadamente el 42, 37, 18 y 3 %, respectivamente, del total de cationes 
de láa hemolinfa en la cepa CPN, y aproximadamente el 46, 40, 10 y 4 %, respectivamente, 
del t(total de cationes de la hemolinfa en la cepa CP73. En todas las muestras de ambas cepas 
de HH. virescens, el catión menos abundante es el sodio, presentando una menor proporción 
relatitiva.
Estos resultados son muy similares a los encontrados en muestras de M. sexta, pero 
cuanndo se compara la concentración de cationes de las muestras de hemolinfa entre las dos 
cepaas de H. virescens (Figura 25) y M. sexta (Figura 21), se puede observar que en esta 
últinma especie el catión predominante es el potasio y no el magnesio como ocurre con H. 
viresscens.
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Figura 25.- Valores medios de concentración de cationes en muestras de H. virescens de las cepas 
CPN (A) y CP73 (B). CI: contenido intestinal; CI+I: epitelio más contenido 
intestinal; HEM: hemolinfa.
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4.2.- Efecto del tratamiento con 6-endotoxinas de B .t . sobre el 
contitenido de cationes de muestras de contenido intestinal de H. virescens.
En la figura 26 puede observarse que la concentración de potasio en las muestras de 
ccsnütenido intestinal de insectos no tratados se mantiene más o menos constante a lo largo del 
tiemnpo en todas las cepas estudiadas tanto la sensible como las resistentes.
La intoxicación tiene un efecto drástico: en todas las cepas se produce una 
diisnminución significativa (p<0,001)en el contenido de este catión como consecuencia del 
trsataamiento, al igual que ocurría en M. sexta (Figura 22.A). Ahora bien, esta disminución, en 
el csaso de la cepa CPN (Figura 26. A), es mayor en las larvas tratadas con CryIA(b) que en 
aqjuaellas que han sido intoxicadas con CryLA(c), y se mantiene a lo largo del tiempo, 
miieentras que en las cepas resistentes, sobre todo en CP73 y CPNxCP73 (Figura 26.B y C) 
la cconcentración de potasio tiende a aumentar paulatinamente hasta que alcanza la de los 
conütroles a las 48 h de exposición. Esta subida que se produce hasta las 48 h (y en algunos 
caisoos ya es patente a las 24 h) no es tan aparente en la cepa cxc (Figura 26.D).
En la figura 27 se muestra la concentración de magnesio en los animales control y el 
efiectto de las toxinas sobre dicho catión en muestras de contenido intestinal. La concentración 
de rrmagnesio no sufre grandes variaciones en los controles de todas las cepas estudiadas. Al 
igrnahl que ocurría en M. sexta (Figura 22), las toxinas provocan, en general, un ligero 
auimnento en la concentración de magnesio con respecto a los controles, sobre todo en las 
priimneras horas estudiadas. Sin embargo, el comportamiento de este catión a lo largo del 
tiemppo no sigue ninguna pauta que pueda indicamos si las toxinas tienen algún efecto sobre 
sui cconcentración, ni en la cepa sensible ni en las resistentes.
En cuanto a la concentración de calcio (Figura 28) se observa que en todas las cepas 
se mnantiene entre 15 y 30 pmoles/g de peso fresco, excepto en la cepa cxc, durante todo el 
pe;ridodo de estudio. Como consecuencia de la intoxicación con 5-endotoxinas de B.t. se 
pnodduce un descenso en las primeras horas de alimentación en todas las cepas tanto sensible 
comino resistentes (excepto cxc), pero esta disminución no se mantiene hasta el final del 
peridodo de estudio.
Respecto a la concentración de sodio (Figura 29), y al igual qe ocurría en M. sexta, 
no> sse observa claramente ningún efecto de las 5-endotoxinas.
81
00to
Control
300-i
CrylA(b)
CiyIA(c)g 250-
S 150-
=L
100
o 25 30 35 40 45 505
Tiempo (h)
o
|  250-
l íO O -
’O
00
1  150-
Bo.
100-
0 25 30 35 40 45 505
300 n
150-
100 / X\ ii
0 25 30 35 40 45 505
Tiempo (h)
Tiempo (h)
300 n
g 250-
ai
200 -
150-
100
0 25 30 35 40 45 505
Tiempo (h)
Figura 26.- Valores medios de concentración de potasio en muestras de contenido intestinal de larvas de H. virescens de las cepas CPN (A), CP73 (B), CPNxCP73
(C) y cxc (D) alas 1, 2, 3, 4, 5, 22, 24 y 48 horas después déla exposición a la comida control o tratada con las 5-endotoxinas de B.t.
R
esultados
1 2 - i
00u>
8 io-</l 1Ua>tu
U~i
0CO«üa
D  ’O
00 *35 0)
1  2 . a.
0
- B - Control
CrylA(b)
w i j  u kyuy
CryIA(c)
T 1----1----1---- I I | I I I I | I I I I | I I I I | I ■ i ■ | ■ i i ■ |
25 30 35 40 45 50
Tiempo (h)
12n
3  10 -
2 -=L
0 5 25 30 35 40 45 50
12 -i
4 -
0
Tiempo (h)
Tiempo (h)
12-i
§ 10-
2 -ü.
0 5 25 30 35 40 45 50
Tiempo (h)
3P
Figura 27.- Valores medios de concentración de magnesio en muestras de contenido intestinal de larvas de H. virescens de las cepas CPN (A), CP73 (B), S
&
CPNxCP73 (C) y cxc (D) a las 1, 2, 3, 4, 5, 22, 24 y 48 horas después de la exposición a la comida control o tratada con las 5-endotoxinas de B.t. g*
pm
ole
s/g
 
de 
pes
o 
fre
sco
 
pm
ole
s/g
 
de 
pes
o 
fre
sc
o
Control30-i
CrylA(b)
CryIA(c)
25-
20 -
15-
10 -
0 25 30 35 40 45 505
30n
25-
20 -
15-
10 -
5 -
0
0
Tiempo (h)
,  a —
i i i i | / / ( l i l | ■ i i l | i i i i | i i i i | i li i | i I i i |
5 25 30 35 40 45 50
Tiempo (h)
3 0 - 1
8 25-XTk
££ 20 -
25 30 35 40 45 500 5
30-i 
§ 25C/l
£
0 20-1 w V
?15H  
S l O -u
1  5- a.
0
D
Tiempo (h)
* = í
T 1----1----1----f 11 111 11 11 i i  i111 i n  f r n  i ] n r i ]
5 25 30 35 40 45 50
Tiempo (h)
Figura 28.- Valores medios de concentración de calcio en muestras de contenido intestinal de larvas de H. virescens de las cepas CPN (A), CP73 (B), CPNxCP73
(C) y cxc (D) a las 1, 2, 3, 4, 5, 22, 24 y 48 horas después de la exposición a la comida control o tratada con las 5-endotoxinas de B.t.
R
esultados
20 n
00LA
OOen
£
OenV
CX
D*o
'SPenü
15-
10 -
— 5 -  o
S3.
0
oOKfi4>
« f eOenOCX
<U
’O
W)
enV
’O
a=x
0
- B - Control
CrylA(b)
CrylA(c)
i— i— i— i---- \~ //\  1111 ii 11111111111111 ii 111111
5 25 30 35 40 45 50
Tiempo (h)
2 0 - i
15-
10 -
5 -
1 1 1 1 11 1 1 | r m - [  n  i 111 1 1 111 11 11T TT
25 30 35 40 45 50
Tiempo (h)
20 n
oo
5 -
=x
25 30 35 40 45 5050
Tiempo (h)
20 n
25 30 35 40 45 500 5
Tiempo (h)
2?o
Figura 29.- Valores medios de concentración de sodio en muestras de contenido intestinal de larvas de H. virescens de las cepas CPN (A), CP73 (B), CPNxCP73 g
E?
(C) y cxc (D) a las 1, 2, 3, 4, 5, 22, 24 y 48 horas después de la exposición a la comida control o tratada con las 5-endotoxinas de B.t. g*
Resultados
4.3.- Efecto del tratamiento con 5-endotoxinas de B .t. sobre el 
contenido de cationes de muestras de epitelio más contenido intestinal de H . 
virescens.
Se ha determinado la concentración de los cationes de muestras de epitelio más 
contenido intestinal de las cepas CPN, CP73 y cxc de H. virescens a las 1,2, 3,4, 5, 22,24 
y 48 h después de la exposición a las toxinas de B.t.
En general, y al igual que ocurría en muestras de contenido intestinal (Figura 26), el 
tratamiento con las toxinas provoca que la concentración de potasio (Figura 30) en las tres 
cepas estudiadas sea significativamente menor (p<0,001) que en los insectos que no han 
recibido tratamiento. En la cepa sensible los valores de potasio se mantienen por debajo de 
los de los controles (Figura 30. A) durante todo el periodo de estudio, mientras que en las 
cepas resistentes los valores se acercan a los hallados en las larvas control hacia el final del 
periodo de estudio (Figura 30.B y C).
En cuanto a la concentración de magnesio (Figura 31), y al igual que se observaba 
en las muestras de contenido intestinal (Figura 27), las toxinas provocan un ligero aumento 
en dicha concentración, pero en general, no podemos establecer ninguna pauta concreta a lo 
largo del tiempo estudiado.
Respecto a las concentraciones de calcio y sodio (Figuras 32 y 33) tampoco se 
observa claramente ningún efecto de la intoxicación con 8-endotoxinas de B.t., en ninguna 
cepa, durante el periodo de estudio.
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Figura 30.- Valores medios de concentración de potasio en muestras de epitelio más contenido 
intestinal de larvas de H. virescens de las cepas CPN (A), CP73 (B) y cxc (C) a las 1, 
2, 3, 4, 5, 22, 24 y 48 horas después de la exposición a la comida control o tratada con 
las 5-endotoxinas de B.t.
87
Resultados
Control
25-, CryIA(b)
CiyIA(c)
10 -
0 5 25 30 35 40 45 50
Tiempo (h)
15-
25 30 35 40 45 500 5
Tiempo (h)
15-
10-
j-y/ \ i 111 1 1 1 1 111 i | n ~ri  | 11 m 1 1 1 1 1 |
0 5 25 30 35 40 45 50
Tiempo (h)
Figura 31.- Valores medios de concentración de magnesio en muestras de epitelio más contenido 
intestinal de larvas de H. virescens de las cepas CPN (A), CP73 (B) y cxc (C) a las 1, 
2, 3, 4, 5, 22, 24 y 48 horas después de la exposición a la comida control o tratada con 
las 5-endotoxinas de B.t.
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Figura 32.- Valores medios de concentración de calcio en muestras de epitelio más contenido 
intestinal de larvas de H. virescens de las cepas CPN (A), CP73 (B) y cxc (C) a las 
1, 2, 3, 4, 5, 22, 24 y 48 horas después de la exposición a la comida control o 
tratada con las 5-endotoxinas de B.t.
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Figura 33.- Valores medios de concentración de sodio en muestras de epitelio más contenido 
intestinal de larvas de H. virescens de las cepas CPN (A), CP73 (B) y cxc (C) a las 
1, 2, 3, 4, 5, 22, 24 y 48 horas después de la exposición a la comida control o 
tratada con las 5-endotoxinas de B.t.
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4.4.- Efecto del tratamiento con S-endotoxinas de B .t. sobre el 
contenido de cationes de muestras de hemolinfa de H. virescens.
En la figura 34 se observa el efecto del tratamiento con las toxinas sobre la 
concentración de potasio de la hemolinfa de las cepas sensible y resistentes a las 
5-endotoxinas de B.t. En general, en la cepa sensible (Figura 34.A) la intoxicación con 
ambas toxinas provoca un aumento significativo (p<0,001) de la concentración de dicho 
catión cuando se compara con sus respectivos controles. Este aumento es mayor en la 
hemolinfa de las larvas intoxicadas con CryIA(c) que en las intoxicadas con CryIA(b) y 
dichos valores se mantienen durante todo el periodo de estudio.
En las cepas resistentes, CP73, CPNxCP73 y cxc, también se observa un aumento 
significativo (p<0,001) con respecto a los controles (Figura 34.B, C y D), mayor en CP73 
que en las otras, durante las primeras horas después de la exposición a las toxinas, pero 
conforme aumenta el tiempo de tratamiento la concentración de potasio de la hemolinfa se 
acerca a la de los controles.
En cuanto a la concentración de magnesio (Figura 35) y calcio (Figura 36), en 
general parece que la alimentación con comida tratada con las toxinas provoca una 
disminución de dichas concentraciones cuando se compara con sus respectivos controles, 
aunque no se observa claramente ninguna diferencia en el comportamiento de este catión 
entre las cepas sensible y resistentes durante todo el tiempo que dura la experiencia.
Por último, respecto al sodio (Figura 37) los resultados son confusos y no parecen 
indicar ningún efecto de las toxinas con respecto a la concentración de este catión en la 
hemolinfa.
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5.- ANÁLISIS DE ANIONES INORGÁNICOS.
5.1.- Elección de la fase móvil.
Los eluyentes utiilizados para la separación de los aniones de las muestras objeto de 
estudio han sido disoluciones preparadas en agua ultrapura que se filtraron a través de 
membranas de 0,45 Jim y que se sometieron a vacío con objeto de desgasificarlas.
Las fases móvilies utilizadas para el análisis de los aniones inorgánicos de las 
muestras de larvas de imsectos han sido eluyentes orgánicos aromáticos. Los eluyentes 
aromáticos considerados han sido derivados del ácido benzoico, como determinados 
derivados hidroxilados y ácidos dicarboxñicos.
5.1.1.- Ácido pairahidroxibenzoico.
Se ha ensayado el ácido parahidroxibenzoico en concentración 0,1 mM ajustado a 
diferentes pHs con NaOHI 0,1 M. Utilizando este eluyente a pH alto, se separa muy bien el 
pico del cloruro del pico diel sulfato y fosfato, y además el pico del sistema aparece muy tarde 
y separado del resto de los componentes, por lo que no interfiere en absoluto. Además todos 
los picos aparecen como picos negativos. En cambio, no se ha conseguido separar el sulfato 
y el fosfato, que aparecem solapados. Cuando intentamos separar estos dos componentes 
variando el pH del eluyente observamos los tiempos de retención que se muestran en la tabla 
XII.
Tabla XII.- Tiempos de retemción (en minutos) de los iones inorgánicos estudiados a diferentes pHs del 
eluyente: ácido parahidrioxibenzoico 0,1 M.
pH del eluyente C loruro Fosfato Sulfato Pico del sistema
11,00 1.7 3,1 3,1 5,2 -
10,80 1,9 4,2 4,2 6,7
10,60 2,2 6 6 7,9
10,40 2,4 7,2 7,2 8,2
10,20 3,5 8 7,9 8,7
10,00 3,9 10 9,6 9,8
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En esta tabla puede observarse que cuando acidificamos el eluyente hasta un valor 
de pH de 10,00 conseguimos separar un poco el sulfato y el fosfato. La tendencia observada 
indica que una mayor acidificación mejoraría la separación de ambos picos, aunque muy 
probablemente con interferencias del pico del sistema. Sería incluso posible que, como 
aparece a pH 10,00, se alterase el orden de elución entre los iones sulfato y fosfato. Por esta 
razón resulta desaconsejable el empleo de ácido parahidroxibenzoico para la separación de 
los aniones inorgánicos en este sistema. En dicha tabla, también podemos observar una 
disminución de lo>s tiempos de retención al aumentar el pH del eluyente indicado.
5.1.2.- Ácidos dicarboxtticos.
Entre todos los ácidos dicarboxñicos aromáticos es el itálico el más representativo.
Utilizando el ácido itálico 2,5 mM ajustado a pH 6,10 con Tris 0,24 M se obtiene 
una buena separación de los iones fosfato y sulfato, pero en este caso, el pico del fosfato se 
encuentra solapado con el del cloruro; en cambio, el pico del sistema sale muy tarde, con lo 
que no interfiere. Además, se obtiene una conductividad de fondo alta, del orden de 
450 |i,S/cm.
Puesto que los picos del fosfato y del cloruro eluyen muy pronto (aproximadamente 
a los 1,5 minutos), incluso disminuyendo el pH del eluyente no se consigue su separación, 
ya que se puede observar (Tabla XIII) un aumento de los tiempos de retención conforme 
disminuye el pH de la fase móvil.
Tabla XHL- Tiempos de retención (en minutos) de los iones inorgánicos estudiados a diferentes pHs del 
eluyente: ácido itálico 2,5 mM.
pH del eluyente Cloruro Fosfato Sulfato Pico del sistema
6,10 1,5 < 1,5 1,7 ?
5,00 1,6 < 1,6 2,1 8,8
4,00 1,9 < 1,9 3,8 l l ( - )
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Utilizando el ácido itálico 0,975 mM ajustado a pH 4,20 con Tris 0,1 M se obtiene 
una mejor separación de los aniones inorgánicos objeto de estudio que empleando la 
concentración anterior y además se obtiene una baja conductividad de fondo, del orden de 
125 |j,S/cm, no apareciendo picos negativos que alteren la señal de los aniones inorgánicos 
estudiados. En la tabla XIV podemos observar que al aumentar el pH, los iones cada vez son 
menos retenidos, eluyendo a tiempos menores.
Tabla XTV.- Tiempos de retención (en minutos) de los iones inorgánicos estudiados a diferentes pHs 
del eluyente: ácido ftálico 0,975 mM.
pH del eluyente Cloruro Fosfato Sulfato Pico del sistema
4,20 3,37 2,08 12,5 20,4 (-)
4,10 3,39 2,14 13,11 21,7 (-)
4,00 3,4 2,22 14,36 22 (-)
Por otro lado, si observamos las tablas XIII y XIV, utilizando como eluyente el 
ácido ftálico a pH 4,00, encontramos que a mayor concentración del eluyente menores son 
los tiempos de retención.
Otro eluyente que se ha empleado en nuestros análisis ha sido el hidrogenoftalato 
potásico 5x1o*4 M con HEPES 1,5x1o*4 M ajustados a diferentes pHs con NaOH 0,1 M. En 
este caso, los valores de conductividad de fondo obtenidos también son aceptables, de 180 
pS/cm, pero en este caso no se ha detectado el pico del fosfato ni el pico del sistema.
Estudiando la influencia del pH sobre la retención del soluto (Tabla XV) se puede 
observar, como anteriormente, una disminución de los tiempos de retención al aumentar el 
pH.
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Tabla XV.- Tiempos de retención (en minutos) de los iones inorgánicos estudiados a diferentes pHs del 
eluyente: hidrogenoftalato potásico 5x1o*4 M con HEPES 1,5x1o-4 M.
pH del eluyente Cloruro Fosfato Sulfato Pico del sistema
6,60 3,76 7,52
6,50 4,08 9,65
6,40 4,09 9,89
6,20 4,18 10,1
Por tanto, para realizar el análisis de los aniones inorgánicos de las muestras de 
larvas de insectos y estudiar el efecto de las 5-endotoxinas sobre ellas, hemos empleado el 
siguiente eluyente: ácido ftálico 0,975 mM a pH 4,20 ajustado con TRIS 0,1 M, empleando 
una tasa de flujo de 1,5 ml/min y una temperatura del homo de 40°C.
5.2.- Análisis cualitativo.
Para determinar el orden de elución y los tiempos de retención de los aniones 
inorgánicos se ha inyectado una solución estándar en el sistema cromatográfico comentado 
en Material y Métodos y con el eluyente mencionado en el apartado 5.1.
El orden de elución ha sido el siguiente: pico de inyección (tR = 0,8 min), fosfato 
(tR = 2,08 min), cloruro (tR = 3,37 min), sulfato (tR = 12,5 min) y pico del sistema 
(tR = 20,4). Este último aparece como un pico negativo.
Todos los aniones inorgánicos probados se detectaron en los cromatogramas 
correspondientes a las muestras de contenido intestinal (Figura 38), epitelio más contenido 
intestinal y hemolinfa (Figura 39) de las larvas de insectos empleadas en este estudio. Como 
puede apreciarse, además de los picos correspondientes a estos aniones inorgánicos, se 
observan en todas las muestras 5 picos desconocidos llamados 3,5 ,6,7 y 8 con tiempos de 
retención de 2,5; 4; 5,5; 7,1 y 10 minutos, respectivamente. Para determinar si estos picos 
desconocidos correspondían a otros aniones inorgánicos u aniones orgánicos se inyectaron 
diferentes soluciones de nitrato, nitrito, ácido acético, ácido succínico, ácido láctico, ácido 
tartárico, ácido málico, ácido oxálico, ácido fumárico y ácido cítrico, observándose que los 
picos con tiempos de retención de 2,5; 4 y 7,1 minutos son los relativos al succinato, malato 
y citrato, respectivamente.
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Figura 38.- Cromatograma de muestras de contenido intestinal de larvas sensibles (CPN) de H.
virescens. 1: pico de inyección; 2: fosfato; 3: succinato; 4: cloruro; 5: malato; 6: 
desconocido; 7: citrato; 8: desconocido; 9: sulfato. Polaridad positiva.
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Figura 39.- Cromatograma de muestras de hemolinfa de larvas sensibles (CPN) de H. virescens. 1: 
pico de inyección; 2: fosfato; 3: succinato; 4: cloruro; 5: malato; 6: desconocido; 7: 
citrato; 8: desconocido; 9: sulfato. Polaridad positiva.
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5.3.- Análisis cuantitativo.
5.3.1.- Curvas de calibrado.
El método de líneas de calibración nos ha permitido obtener rectas de calibrado, 
ajustadas por mínimos cuadrados, con las pendientes, ordenadas en el origen y coeficientes 
de correlación lineal que se observan en la tabla XVI.
En todos los casos se obtienen rectas de calibrado lineales. Los coeficientes de 
correlación son siempre superiores a 0,999. La pendiente de la recta de calibrado es 
indicativa de la sensibilidad del detector conductimétrico, de manera que cuanto mayor es el 
valor mayor es la sensibilidad. Así, en este sistema cromatográfico el cloruro es el que mayor 
sensibilidad presenta. El límite de detección se define como aquella concentración de soluto 
que da lugar al menor pico que todavía puede distinguirse del ruido de fondo. Según esto, 
los límites de detección para cada anión se muestran en la tabla XVI, y puede observarse que 
es el cloruro el que menor límite de detección presenta cuando se trabaja con una ganancia del 
detector de lpS/cm.
En el caso del cloruro puede observarse que la sensibilidad está en relación con el 
límite de detección, de manera que a mayor sensibilidad menor límite de detección. Esto no 
se detecta en los otros aniones estudiados.
102
Resultados
Tabla XIVI.- Parámetros analíticos de los aniones inorgánicos, y límites de detección. Las sensibilidades y las 
ordenadas en el origen de las líneas de calibración aparecen con las desviaciones estándar calculadas 
para un nivel de confianza del 95%.
F osfato Succinato Cloruro M alato Citrato S u lfa to
RANGO) DE
CONCE1NTRACIÓN
(|ig/ml)
10-350 5-30 8-240 3-60 10-200 4-80
SENSIBILIDAD 
(|lV s 1/nng)
132±8 240±5 1970119 352±8 270111 100120
ORDEN!ADA EN EL ORIGEN 
OiVs)
400±600 -100Q±400 700±700 -16001500 -20001600 -3001900
COEFICIENTE DE 
CORRELACIÓN LINEAL
0,9998 0,9994 0,9996 0,9993 0,9996 0,9999
LÍMITES DE DETECCIÓN 
(Mmolesi/g peso fresco)
0,6 0,4 0,07 0,2 0,12 0,2
5.3.2.- Resultados de recuperación.
Se han realizado ensayos de recuperación para los aniones inorgánicos fosfato, 
•cloruro y sulfato, y para los aniones orgánicos, succinato, malato y citrato. En la tabla XVII 
se muestran los resultados obtenidos cuando se introducen en el sistema las cantidades 
indicadas tanto en el blanco como en las muestras de hemolinfa de Af. sexta. En todos los 
casos se obtuvieron altas recuperaciones para todas las especies iónicas probadas.
Tabla XVII.- Recuperaciones de patrones y muestras de hemolinfa de larvas de M. sexta.
Ion Adición Blanco Muestra
(llmoles/ml) % %
Fosfato 12,2 104 105
Succinato 0,98 98 97
Cloruro 3,01 106 103
Malato 1,02 99 95
Citrato 2,5 98 99
Sulfato 2,4 97 100
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Puediem observarse porcentajes de recuperación elevados y aceptables en ambas 
diluciones y ¡paara todos los aniones ensayados, comprendidos entre 95 y 106% para el 
malato y clonurro, respectivamente.
5.4.- Contenido de aniones inorgánicos en muestras de M. sexta.
5.4.11.-.- Contenido de aniones inorgánicos en muestras de M. sexta en condiciones 
normales.
El cltODruro es el anión inorgánico dominante identificado en nuestro análisis (Tabla 
X V m ) ,  tanto <etn muestras de contenido intestinal, de epitelio más contenido intestinal como 
de hemolinfa dde larvas de Ai. sexta, representando aproximadamente el 74, 59 y 87 %, 
respectivamemtte, del total de los aniones inorgánicos estudiados.
Tablai }XVm.- Concentración media de aniones, en |imoles/g de peso fresco, de las 
diferentes muestras de larvas de M. sexta.
Miutestra Cloruro Fosfato Sulfato TOTAL
(CI 36,76±5,84 9,83±1,09 2,65±0,22 49,24
<c : i+i 32,34±0,55 20,59±3,78 1,23±0,01 54,16
Hejmnolinfa 40,36±0,36 4,67±1,79 1,24±0,01 46,27
CI: ccontitenido intestinal; CI+I: epitelio más contenido intestinal
El seggundo anión en importancia relativa ha sido el fosfato, representando 
aproximadamennte el 19, 39 y 10 % en muestras de contenido intestinal, epitelio más 
contenido intestinal y hemolinfa, respectivamente.
Y p o r ' último, la abundancia relativa del sulfato es la menor de todos los aniones 
inorgánicos estttudiados, representando aproximadamente el 5, 2 y 2 % en las muestras de 
contenido intestinal, epitelio más contenido intestinal y hemolinfa, respectivamente.
Las ¿diferencias encontradas entre las concentraciones de todos los aniones 
inorgánicos estudiados en muestras de contenido intestinal y de epitelio más contenido 
intestinal no hiann resultado significativas para el nivel de confianza fijado (p<0,001).
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5.4.2.- Efecto del tratamiento con CryIA(c) sobre el contenido de aniones 
inorgánicos de muestras de contenido intestinal de M. sexta.
La exposición de las larvas a la comida tratada con la 6-endotoxina CrylA(c) no 
produce ningún efecto claro sobre la concentración de los distintos iones en muestras de 
contenido intestinal de M. sexta, como puede observarse en la figura 40.
La concentración de cloruro (Figura 40.A) no presenta claras variaciones, ni a lo 
largo del periodo estudiado, ni con respecto a los controles. Los valores de fosfato (Figura 
40.B) aumentan con respecto a los controles, por lo menos en las últimas horas estudiadas, y 
en cuanto al sulfato (Figura 40.C), su concentración en dichas muestras disminuye con 
respecto a los controles en las primeras horas estudiadas, igualándose al final del periodo de 
estudio.
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Figura 40.- Valores medios de concentración de cloruro (A), fosfato (B) y sulfato (C) en muestras 
de contenido iintestinal de larvas de M. sexta a las 2, 4, 23, 27 y 48 horas después de la 
exposición a lia comida control o tratada con CryIA(c).
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5.4.3.- Efecto del tratamiento con CrylA(b) sobre el contenido de aniones 
inorgánicos de muestras de epitelio más contenido intestinal de M. sexta.
En muestras de epitelio más contenido intestinal se observa (Figura 41. A) que la 
concentración de cloruro aumenta ligeramente con respecto a los controles a las 2 y 5 horas 
después de la intoxicación con CryIA(b), aumento que ya no es visible a las últimas horas 
estudiadas (23, 27 y 48 h).
En cuanto al fosfato (Figura 41.B), su concentración también sufre un incremento 
con respecto a los controles, incremento que es mayor en las primeras horas estudiadas (3 y 
5 h) pero que paulatinamente se va haciendo menor, porque la concentración de fosfato de 
los insectos control aumenta hasta prácticamente igualarse a la de los insectos intoxicados 
con CryIA(b) a las 48 h.
Lo contrario ocurre en la concentración de sulfato del epitelio más contenido 
intestinal (Figura 41.C). En estas muestras se produce una disminución con respecto a los 
controles a las primeras horas estudiadas, pero paulatinamente, conforme avanza el tiempo, 
se van igualando ambas concentraciones. Incluso a las 48 h la concentración de sulfato en los 
controles disminuye y pasa a ser inferior a la de los tratados.
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Figura 41.- Valores medios de concentración de cloruro (A), fosfato (B) y sulfato (C) en muestras
de epitelio más contenido intestinal de larvas de M. sexta a las 2,4,  23, 27 y 48 horas
después de la exposición a la comida control o tratada con CryIA(b).
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5.4.4.- Efecto del tratamiento con CryIA(b) y CryIA(c) sobre el contenido de 
aniones inorgánicos de muestras de hemolinfa de M. sexta.
En la figura 42, referida a muestras de hemolinfa, no se observa ningún efecto de 
las toxinas CryIA(b) y CiylA(c) respecto a alteraciones en la concentración de los aniones 
estudiados. En general, parece que se produzca una disminución de cloruro (Figura 42.A); 
un aumento de fosfato (Figura 42.B), aumento que es mayor en la larvas intoxicadas con 
CrylA(c) que con CryIA(b), sobre todo a las 2, 4, 23 y 27 h después del comienzo de la 
experiencia; y una disminución de sulfato (Figura 42.C), pero no podemos establecer ningún 
tipo de comportamiento específico de dichos aniones.
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Figura 42.- Valores medios de concentración de cloruro (A), fosfato (B) y sulfato (C) en muestras
de hemolinfa de larvas de M. sexta a las 2, 4, 23, 27 y 48 horas después de la
exposición a la comida control o tratada con las 5-endotoxinas de B.t.
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5.5.- Contenido de aniones inorgánicos en muestras de H. virescens.
5.5.1.- Contenido de aniones inorgánicos en muestras de H. virescens en 
condiciones normales.
Según se observa en la tabla XIX e l anión inorgánico más abundante en muestras 
de contenido intestinal y hemolinfa, tanto eni la cepa sensible como en la resistente de H. 
virescens, es el cloruro, seguido del fosfato y en último lugar el sulfato.
Ninguna de las diferencias encontradas entre las cepas, y entre las muestras de 
contenido intestinal y de epitelio más contenido intestinal es significativa (p<0,001).
Tabla XIX.- Concentraciones medias de aniones inorgánicos, en pmoles/g de peso fresco, en las diferentes 
muestras de la cepa sensible (CPN) y laa cepa resistente (CP73) de H. virescens.
Cepa Aniones (CI CI+I Hemolinfa
CPN Cloruro 21,07±1,39 26,00±3,32 30,16±8,95
CPN Fosfato 11,86±0,74 21,82±2,43 23,10±5,47
CPN Sulfato 4,0>1±0,64 3,02±0,04 2,74±1,19
TOTAL 36,94 50,84 56
CP73 Cloruro 21,6(6±0,09 21,26±1,16 28,02±2,63
CP73 Fosfato 10,57±0,04 24,28±3,00 19,21±2,79
CP73 Sulfato 3,89±0,50 3,88±0,23 1,04±0,33
TOTAL 36,12 49,42 48,27
CI: contenido intestinal; CI+I: epitelio más conteniido intestinal
En las muestras de contenido intestinal, el cloruro representa aproximadamente el 
57 y 59 % de la concentración total de los aniones inorgánicos en CPN y CP73, 
respectivamente. El fosfato representa, aproximadamente, el 32 y 29 % en CPN y CP73, 
respectivamente. Y el sulfato, que es el menos abundante, en ambas cepas se encuentra 
alrededor del 10 % del total de los aniones imorgánicos estudiados.
En cuanto a muestras de epitelio máis contenido intestinal, el cloruro representa el 51 
y 43 % en CPN y CP73, respectivamente. El fosfato, aproximadamente el 42 y 49 % y el 
sulfato, el 5 y 7 %.
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Y en las muestras de hemolinfa, el cloruro representa aproximadamente el 53 y 
58 % en CPN y CP73, respectivamente. El fosfato, el 41 y 39 %, y el sulfato el 4 y 2 %, 
respectivamente, en CPN y  CP73.
5.5.2.- Efecto dezl tratamiento con CryIA(c) sobre el contenido de aniones 
inorgánicos de muestras de' contenido intestinal de H. virescens.
En la figura 43 se representa la variación de la concentración de cloruro a lo largo 
del tiempo como consecuemcia de intoxicar con CrylA(c) a las larvas sensibles y resistentes a 
las 5-endotoxinas.
Se observa un incremento significativo (p<0,001) de la concentración de cloruro del 
contenido intestinal en ambas cepas con respecto a las controles, pero mientras que en las 
larvas sensibles este aumento se mantiene durante todo el periodo de estudio, en la cepa 
CP73 la variación observada se va haciendo menor a partir de las 22 h y hasta el final de la 
experiencia, llegando a iguadarse a la de los controles a las 48 h.
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Figura 43.- Valores medios de concentración de cloruro en muestras de contenido intestinal de
larvas de H. virescens de las cepas CPN (A) y CP73 (B), a las 1, 2, 3, 4, 5, 22, 24 y
48 horas después de la exposición a la comida control o tratada con CrylA(c).
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Como consecuenciíia del tratamiento con CrylA(c) no se observa (Figura 44) 
ninguna variación importannte en la concentración de fosfato en muestras de contenido 
intestinal, ni en la cepa sensisible (Figura 44.A) ni en la resistente (Figura 44.B), aunque en 
esta última sí que se apreciáa una ligera disminución con respecto a los controles, que es 
máxima a las 48 h de tratamiiiento.
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Figura 44.- Valores mnedios de concentración de fosfato en muestras de contenido intestinal de
larvas de Hí. virescens de las cepas CPN (A) y CP73 (B), a las 1, 2, 3, 4, 5, 22, 24 y
48 horas déespués de la exposición a la comida control o tratada con CrylA(c).
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En 1 lo que respecta a las concentraciones de sulfato (Figura 45), sí que se observa 
una disminuación en muestras de contenido intestinal de las larvas intoxicadas, tanto en la 
cepa sensiblde (Figura 45.A) como en la resistente (Figura 45.B). Esta disminución es 
significativanmente mayor (p<0,001) en CPN y permanece durante todo el periodo de 
estudio. En ccambio, en la cepa resistente la disminución es menor y no significativa y sólo se 
presenta duraante las primeras horas de la experiencia.
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Figuura 45.- Valores medios de concentración de sulfato en muestras de contenido intestinal de
larvas de H. virescens de las cepas CPN (A) y CP73 (B), a las 1, 2, 3, 4, 5, 22, 24 y
48 horas después de la exposición a la comida control o tratada con CrylA(c).
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5.5.3.- Efecto < del tratamiento con CryIA(b) sobre el contenido de aniones 
inorgánicos de muestras cde epitelio más contenido intestinal de H. virescens.
En cuanto a las ; muestras de epitelio más contenido intestinal de larvas sensibles y 
resistentes de H. viresceens intoxicadas con CryIA(b) los resultados que se obtienen se 
muestran en las figuras 446, 47 y 48. La concentración de cloruro (Figura 46) no presenta 
claras variaciones con reespecto a los controles. Durante las primeras horas los controles 
presentan valores algo supperiores, tendencia que se invierte a partir de las 22 horas. A partir 
de este tiempo experimecntal tanto la cepa sensible como la resistente presentan, para los 
controles, valores menorees a lo largo del tiempo.
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Figura 46.- Valoress medios de concentración de cloruro en muestras de epitelio más contenido 
intestimal de larvas de H. virescens de las cepas CPN (A) y CP73 (B), a las 1, 2, 3, 4, 
5, 22, 24 y 48 horas después de la exposición a la comida control o tratada con 
CrylAflb).
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En cambio, la concentraación de fosfato (Figura 47) no presenta claras variaciones 
comparada con la de sus respectiwos controles, observándose únicamente un ligero aumento 
de dicha concentración en muestrcas de la cepa sensible durante las primeras horas estudiadas 
(hasta las 5 h).
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Figura 47.- Valores medios; de concentración de fosfato en muestras de epitelio más contenido 
intestinal de larwas de H. virescens de las cepas CPN (A) y CP73 (B), a las 1, 2, 3, 4, 
5, 22, 24 y 481 horas después de la exposición a la comida control o tratada con 
CryIA(b).
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Por último y refiriénddonos a la concentración de sulfato (Figura 48) solamente se 
observa una disminución signhificativa (p<0,001) con respecto a los controles en la cepa 
sensible, disminución que se mnantiene durante todo el periodo de estudio, mientras que en la 
cepa CP73 esta disminución nao es tan clara.
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Figura 48.- Valores medilios de concentración de sulfato en muestras de epitelio más contenido 
intestinal de llarvas de H. virescens de las cepas CPN (A) y CP73 (B), a las 1, 2, 3, 4, 
5, 22, 24 y 48 horas después de la exposición a la comida control o tratada con 
CryIA(b).
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5.5.4.- Efecto del tratamiento con CryIA(c) sobre el contenido de aniones 
inorgánicos de muestras de hemolinfa de H. virescens.
Los resultados obtenidos en muestras de hemolinfa de larvas de las cepas CPN y 
CP73 se muestran en las figuras 49,50 y 51.
La concentración de cloruro (Figura 49) disminuye significativamente (p<0,001) 
con respecto a los controles, tanto en la cepa sensible como en la resistente, y en ambos 
casos dichas concentraciones se igualan a la de los controles al final del periodo de estudio.
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Figura 49.- Valores medios de concentración de cloruro en muestras de hemolinfa de larvas de H.
virescens de las cepas CPN (A) y CP73 (B), a las 1, 2, 3, 4, 5, 22, 24 y 48 horas
después de la exposición a la comida control o tratada con CrylA(c).
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Algo similar ocurre en la concentración de fosfato (Figura 50). También existe una 
disminución significativa (p<0,001) con respecto a los controles, pero en ambas cepas esta 
disminución persiste a lo largo de todo el tiempo de experimentación.
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Figura 50.- Valores medios de concentración de fosfato en muestras de hemolinfa de larvas de H.
virescens de las cepas CPN (A) y CP73 (B), a las 1, 2, 3, 4, 5, 22, 24 y 48 horas
después de la exposición a la comida control o tratada con CrylA(c).
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Y ya para finalizar, también la concentración de sulfato (Figura 51) disminuye como 
consecuencia del tratamiento con CrylA(c), y en ninguna cepa y a ningún tiempo del 
experimento los valores alcanzan el de los controles, aunque en la cepa resistente sí que se 
puede observar un aumento de dicha concentración hacia el final del periodo de estudio.
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Figura 51.- Valores medios de concentración de sulfato en muestras de hemolinfa de larvas de H.
virescens de las cepas CPN (A) y CP73 (B), a las 1, 2, 3, 4, 5, 22, 24 y 48 horas 
después de la exposición a la comida control o tratada con CrylA(c).
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Discusión
1.- JUSTIFICACIÓN DE LOS INSECTOS EMPLEADOS.
Los insectos utilizados en el presente trabajo han sido dos especies de lepidópteros, 
M. sexta y H. virescens. La primera es un insecto modelo que ha sido usado por muchos 
investigadores, fundamentalmente por su gran tamaño relativo. En el presente trabajo ha sido 
muy útil en la puesta a punto de las técnicas analíticas para la determinación del pH, aniones 
y cationes inorgánicos, puesto que ha permitido la obtención de gran cantidad de muestra en 
un periodo relativamente corto.
La segunda especie se ha empleado por la disponibilidad de diferentes cepas, una 
sensible y otras resistentes a la 6-endotoxina de B.t., permitiendo realizar un estudio 
comparativo de las variaciones relativas de la concentración de los analitos estudiados, para, 
de esta forma, tratar de incrementar los conocimientos relativos a la elucidación del modo de 
acción de las 5-endotoxinas dq B.t. y de los posibles mecanismos de resistencia a dichas 
toxinas.
Muchas especies de insectos alimentados con comida tratada con 5-endotoxina 
paran de comer (Gould y Anderson, 1991; Gould et al., 1991; Ramachandran et al., 1993). 
Este hecho se ha observado, también, en larvas de H. virescens (Navon, 1993), 
provocándoles una parálisis intestinal a consecuencia de la cual se produce una disminución, 
e incluso una falta de apetito. Un hecho similar se ha descrito en Spodoptera exigua y ocurre 
tanto en las cepas sensibles como en una resistente a CrylC (Berdegue et al., 1996). En el 
presente trabajo se ha observado en todas las cepas, tanto sensibles como resistentes, un 
consumo menor de alimento, que se refleja en un desarrollo más lento (veáse Figuras 14 y 
15). Una vez desaparece la toxina del alimento se produce una marcada recuperación de la 
actividad intestinal. Este fenómeno quedó demostrado porque se observó una recuperación 
del apetito al tiempo que se realizaba la regeneración del tejido intestinal (Dulmage et al., 
1978; Spies y Spence, 1985; Navon, 1993).
Ahora bien, el grado de toxicidad es diferente si se trata de larvas neonatas o de 
larvas más viejas, puesto que los neonatos mueren rápidamente, sobre todo cuando están 
mucho tiempo expuestos a las toxinas, mientras que las larvas de tercer estadio pueden 
sobrevivir durante largos periodos de tiempo (Berdegue et al., 1996). Con el fin de fijar las 
dosis subletales y, al mismo tiempo, obviar los inconvenientes derivados de las diferencias 
de toxicidad en los distintos estadios larvarios se eligieron, tal como se describe en Material 
y Métodos, larvas de tercer estadio a punto de mudar al cuarto, para iniciar todos los 
experimentos con insectos lo más homogéneos posibles.
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Las larvas de ambas especies evitan la dieta tratada con la toxina, lo cual indica que 
son las toxinas las responsables de dicho comportamiento (Berdegue et al., 1996). Para 
evitar la falta de apetito al alimentarse con comida intoxicada, empleamos larvas que se 
habían mantenido en ayuno durante varías horas previas al tratamiento. Los insectos en 
ayuno cambian los comportamientos alimenticios; así, por ejemplo, los adultos movilizan 
sus reservas alimenticias para producir huevos y dispersarse volando hacia los lugares donde 
hay comida, y las larvas reducen la tasa metabólica y la secreción de enzimas, disminuyendo 
el consumo de energía y por tanto la demanda de nutrientes, pudiendo sobrevivir durante 
largos períodos de tiempo sin alimentarse. Pero, tanto en adultos como en larvas, aumenta la 
tasa de ingesta si vuelven a tener comida disponible (Grabstein y Scriber, 1982; Slansky y 
Scriber, 1982). De esta manera manteniendo las larvas en ayuno se aseguraba que tuviesen 
“hambre” (House, 1974; Bomar et al., 1991).
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2.- pH DEL CONTENIDO INTESTINAL, EPITELIO MÁS 
CONTENIDO INTESTINAL Y HEMOLINFA DE M. sexta  Y H. virescens 
EN CONDICIONES NORMALES.
2.1.- Contenido intestinal y epitelio más contenido intestinal.
Se han realizado numerosos estudios sobre la determinación del pH en las 
diferentes partes del canal alimenticio de los insectos. El fluido del lumen del intestino medio 
de larvas de lepidópteros presenta el pH más alcalino de los sistemas biológicos conocidos, 
pudiendo sobrepasar un valor de 12 en algunas especies (Waterhouse, 1949; Berembaum, 
1980; Dow, 1984). Así, en nuestro estudio, los pHs alcalinos encontrados en el contenido 
intestinal y epitelio más contenido intestinal de larvas de M. sexta y H. virescens, son 
comparables a los descritos para otros lepidópteros (Dow, 1992). Además, los valores de 
pH de estas muestras no difieren significativamente entre la cepa sensible y las resistentes de 
H. virescens lo que está de acuerdo con los resultados de Weltens y colaboradores (1991) 
obtenidos en Leptinotarsa decemlineata y Anthonomus granáis, en los que los valores de pH 
no están relacionados directamente con la toxicidad de las ó-endotoxinas, a pesar de que son 
necesarios valores altos de pH para que los cristales parasporales puedan activarse (Dow, 
1984; Knowles y Dow, 1993).
La medida del pH de los contenidos intestinales de los insectos es difícil, sobre 
todo porque algunas muestras intestinales son menores de 1 |il (Biggs et al., 1994). Se han 
utilizado métodos muy variados para la determinación del pH de las muestras biológicas de 
insectos. Así, por ejemplo, se han usado microelectrodos selectivos a protones para la 
medición de pH en los túbulos de Malpighi (Wessing et al., 1993) o en intestino medio de 
Umantria dispar (Keating et al., 1990); semi-microelectrodos para analizar el pH del 
intestino medio de B. morí, C. fumiferana, L. dispar, M. sexta y S. eridania (Gringorten et 
al., 1993); indicadores de pH para la determinación en intestino medio de Musca domestica 
(Terra y Regel, 1995) o de M. sexta (Schweikl et al., 1989; Wieczorek et al., 1989) o de 
especies del mosquito Aedes sp. (Stiles y Paschke, 1980); electrodos de superficie plana 
conectados a un pHmetro para el análisis en intestino medio de diferentes especies de 
saltamontes (Bomar et al., 1991), etc.
Ahora bien, los resultados obtenidos para el pH de los insectos varían en función 
de la precisión del método de determinación (Waterhouse, 1949; Grayson, 1951, 1958; 
Heimpel, 1955; Srivastava y Srivastava, 1956,1961; Salkeld y Friend, 1958; Sinha, 1959) 
y aunque se ha sugerido que el pH del canal alimenticio de los insectos puede estar 
correlacionado con los hábitos alimenticios o con la posición taxonómica del insecto, 
Waterhouse (1949), Srivastava y Srivastava (1961) y Terra y Ferreira (1994) concluyeron
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quce el pH tiende a ser más característico del grupo taxonómico que de los hábitos de 
alimientación. Así, por ejemplo, la alcalinidad del intestino medio en lepidópteros se mantiene 
detbido a la existencia de diferentes tipos de mecanismos tampón que ajustan el pH, 
independientemente del tipo de alimento (Bomar et al., 1991). En el presente estudio, 
empleando un método analítico similar, encontramos pHs diferentes en especies con los 
missmos hábitos alimenticios (veáse Figuras 8 y 12). Las dos especies estudiadas son 
ñtóófagas, y se mantienen en el laboratorio con una dieta artificial.
En este trabajo se demuestra que el pH del intestino medio medido ex situ 
(9,¿46±0,36) es prácticamente idéntico al medido in situ (9,43±0,70). Estos resultados no 
comcuerdan con los obtenidos por Gringorten y colaboradores (1993). Ellos, en larvas de S. 
ericdania, encuentraron valores mayores para las medidas in situ (10,8Q±0,14) que ex situ 
(10),40±0,21) proponiendo que, ex situ, el epitelio no podía mantener el pH tan alto. En 
cuaalquier caso, todos los valores se encuentran dentro de los rangos descritos como 
norrmales para epitelios digestivos de Lepidoptera por Dow (1984), por lo que las diferencias 
obsservadas pueden considerarse propias de las variables metodológicas o bien ser 
canacterísticas de la especie.
Aunque algunos insectos tienen un pH uniforme a lo largo de todo el conducto 
digestivo, como por ejemplo B. germánico, P. americana (Day y Powning, 1949; Greenberg 
et ail., 1970) o larvas en ayuno de himenópteros y lepidópteros fitófagos (Heimpel, 1955), 
en ¿general, el pH puede variar en función de la región del tubo digestivo de que se trate. Así, 
en Mí. sexta, aunque se mantiene un gradiente de pH fijo en el lumen de su intestino medio, 
el p)H de la región anterior es sensiblemente superior a 10 y aumenta conforme se avanza en 
dicHio intestino hasta alcanzar un máximo de 11,3 en la porción central, para luego decrecer 
hastta un valor cercano a 8 en la región posterior (Dow, 1984). En este estudio se ha 
comsiderado todo el intestino medio, puesto que nuestro mayor interés era comparar los 
valoores entre las cepas analizadas; por tanto el pH obtenido en el caso de M. sexta se 
encmentra entre 11,3 y 8, valor que correspondería a la última porción del intestino medio. 
Por * otro lado, el pH del citoplasma de las células epiteliales de larvas de lepidópteros (células 
calicciformes y células columnares) es mucho menor que el del lumen intestinal, cercano a 7, 
en uin amplio rango de condiciones experimentales (Dow, 1984, Knowles y Dow, 1993). 
Com ello se quiere indicar que las muestras de epitelio más contenido intestinal deberían tener 
un ppH ligeramente más ácido al del contenido intestinal, lo que efectivamente ocurre, tanto 
en Mí. sexta como en ambas cepas (CPN y CP73) de H. virescens.
Stiles y Paschke (1980) no encontraron diferencias observables en el pH del 
intesstino medio entre tres especies de Aedes estudiadas. Aquí tampoco se han observado en 
las ccepas de H. virescens. Esto sugiere que, de acuerdo con Weltens y colaboradores
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(1991), el pH del intestino medio no es un factor que determina la sensibilidad de las 
especies a las ó-endotoxinas de B.t.
Las variaciones de pH del intestino medio observadas durante todo el periodo de 
estudio, tanto en larvas de M. sexta como en las cepas CPN y CP73 de H. virescens en 
condiciones normales, podrían reflejar diferencias en la edad de las larvas (y por tanto en el 
desarrollo) o en la hora del dia en que se han realizado las medidas de pH, al igual que 
proponen Schultz y Lechowicz (1986) y Gringorten y colaboradores (1993) en larvas de 
Lymantria dispar.
2.2.- Hemolinfa.
Diferentes estudios realizados con distintas especies de insectos demuestran que el 
pH de la hemolinfa presenta variaciones notables, entre 6,0 y 8,2 (Buck, 1953, Bedford y 
Leader, 1975), aunque también se han realizado estudios en los que el rango de variación 
resulta mucho más estrecho, entre 6,4 y 6,8 (Wyatt, 1961; Burton et al., 1972; Joshua et al., 
1973). Los resultados obtenidos en el presente trabajo concuerdan con los valores descritos 
para insectos con un rango estrecho, puesto que han oscilado entre 6,7 (A/. sexta) y 6,8 (H. 
virescens). Además, los valores obtenidos para H. virescens concuerdan con los aportados 
por Bindokas y Adams (1988), que para esta especie encuentran valores cercanos a 6,5. Las 
diferencias observadas podrían atribuirse al distinto estadio de desarrollo (quinto estadio 
larval) y a la distinta dieta empleada y otras variantes metodológicas. En cuanto al pH de M. 
sexta nuestros datos concuerdan con los obtenidos por Moffet y Cummings (1994) y 
difieren muy poco de los obtenidos por diversos autores para otras especies de lepidópteros 
(Narayanan y Jayaraj, 1974; Gringorten et al., 1993).
Tampoco se han observado diferencias significativas entre el pH hemolinfático de 
larvas sensibles y resistentes a las 8-endotoxinas de B.t. Todo ello apoya la idea de Weltens 
y colaboradores (1991) de que ni el pH ni la composición de la hemolinfa o del intestino 
medio afectan decisivamente a la toxicidad de las distintas toxinas en las especies estudiadas.
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3.- EFECTO DE LAS S-ENDOTOXINAS SOBRE EL pH DEL 
CONTENIDO INTESTINAL, EPITELIO MÁS CONTENIDO INTESTINAL Y 
HEMOLINFA DE Manduca sexta Y Heliothis virescens,
3.1.- Contenido intestinal y epitelio más contenido intestinal.
El tratamiento con las 5-endotoxinas provoca que el pH de las muestras antes 
mencionadas de ambas especies de insectos se acidifique durante las primeras horas de 
alimentación de las larvas con las toxinas (veáse Figuras 9, 10, 13, 16, 18 y 19). Estas 
diferencias significativas, que se dan con respecto a los animales que no han recibido 
tratamiento, podrían deberse fundamentalmente a varias causas:
1) la ingestión de comida ácida, que podría alterar el pH intestinal influyendo en la 
digestión y en la asimilación de nutrientes, y afectando al crecimiento de los insectos, puesto 
que se produciría un mayor gasto de energía para recuperar el pH intestinal normal a costa de 
retrasos en el desarrollo, y este gasto sería mayor en lepidópteros, donde el pH intestinal es 
muy alcalino (Karowe y Martin, 1993).
2) un efecto directo de las toxinas, puesto que existen estudios (Berdegue et al., 
1996) que demuestran que la exposición de las larvas de H. virescens a las toxinas/cristales 
de B.t. provoca una parálisis intestinal que, como consecuencia, produce una disminución e 
incluso una falta de apetito, tanto en las cepas sensibles como en las resistentes a B.t.
Los resultados de pH de comida control, tratada con CryIA(b) y tratada con 
CrylA(c) obtenidos fueron 5,60±0,13; 5,80±0,01 y 5,72±0,05 respectivamente. Estos pHs 
ácidos podrían indicar que la bajada del pH, observada en las Figuras 9, 10, 13, 16, 18 y 
19, podría estar causada por la ingestión de comida ácida, pero entonces se mantendría 
durante todo el periodo de estudio, tanto en M. sexta como en todas las cepas de H. 
virescens. Sin embargo, en las cepas resistentes (CP73, CPNxCP73 y cxc) se observa que 
al final del periodo de estudio el pH aumenta hasta igualarse al de los controles. Además, los 
insectos control también están alimentados con una comida ácida y su pH no disminuye a lo 
largo del periodo de estudio, sino que aumenta (véase Figuras 9,10,13,16,18 y 19).
Si consideramos a la vez las dos razones antes mencionadas como causantes de la 
disminución del pH, se explicaría el menor desarrollo de las larvas intoxicadas, pero no las 
variaciones de pH observadas en los tratamientos. Si consideramos que el descenso de pH 
es un efecto de las toxinas, diferente en la cepa sensible y en la resistente, podemos explicar 
que la cepa sensible se vea más afectada por el tratamiento con las 5-endotoxinas de B.t. a las 
48 horas después de comenzar la alimentación (véase Figuras 14 y 15).
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La acidificación del intestino medio de los insectos tratados con 5-endotoxinas fue 
también observada en el díptero Aedes aegypti por Charles y De Baijac (1981). No se han 
encontrado más datos al respecto, puesto que en la Bibliografía consultada se determinan las 
lesiones que producen las 5-endotoxinas sobre las membranas empleando otros sistemas, 
como comentes eléctricas medidas en intestinos aislados de insectos, estudios de 
permeabilidad en vesículas de membrana de borde en cepillo de células intestinales y 
liposomas, medidas de unión y “patch clamp” sobre líneas celulares de insectos, y formación 
de canales en la bicapa de lípidos (Hofmann et al, 1988a,b; Van Rie et al., 1989, 1990a; 
Slatin etal., 1990; Garczynski et al., 1991; Schwartz et al., 1991; Knowles y Dow, 1993; 
Martin y Harvey, 1994; Escriche, 1995).
En general, y puesto que el pH del intestino medio desciende al principio del 
periodo de estudio en todos los insectos y en todas las cepas, sensible y resistentes (véase 
Figuras 9, 10, 13, 16, 18 y 19), y que al final de dicho periodo solamente las cepas 
resistentes elevan su pH hasta los niveles de los controles, podemos indicar que las cepas 
resistentes tienen algún mecanismo que actúa a lo largo del tiempo, capaz de contrarrestar la 
disminución del pH causada por la intoxicación con 5-endotoxinas de B.t..
Anteriormente hemos comentado que el pH intracelular de las células epiteliales, 
tanto del citoplasma como de la cavidad de las células caliciformes, así como de las células 
columnares, se mantiene neutro en condiciones normales (Dow y O’Donnell, 1990; Chao et 
al., 1991; Knowles y Dow, 1993). Pero después del tratamiento con las toxinas se produce 
un flujo de H+ desde el citoplasma de las células columnares hacia el lumen del intestino 
medio, con lo que el pH intracelular se alcaliniza, independientemente de cómo sea el poro 
que se forme (selectivo o no selectivo al potasio) (Lüthy et al., 1986; Harvey et al., 1987; 
Knowles y Ellar, 1987; Knowles et al., 1989; Ellar, 1990). Aunque exista un flujo de H+ 
entre las células y la luz del tubo, la variación ocasionada por las 5-endotoxinas sobre la 
cantidad de H+ en muestras de epitelio más contenido intestinal (véase Figuras 10 y 16. A) 
prácticamente es similar a la de muestras de contenido intestinal (véase Figuras 9 y 13.A). La 
disminución del pH en el contenido intestinal es similar a la disminución de pH en el epitelio 
más contenido intestinal, lo que es lógico si tenemos en cuenta que el aporte de H+ de las 
células epiteliales es únicamente para mantener la energía necesaria para el funcionamiento 
del flujo de potasio tal y como indican Knowles y Dow (1993).
3.2.- Hemolinfa.
El pH de la hemolinfa permanece constante en condiciones fisiológicas normales, 
pero puede verse afectado por determinadas actividades como el vuelo, el estrés provocado, 
por ejemplo, por toxinas bacterianas, por variaciones en las condiciones del intestino medio,
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etc. (Downer, 1981; Nishiiitsutsuji-Uwo y Endo, 1981). De esta manera, las variaciones en 
las condiciones del intestinio medio afectarán en mayor o menor medida a las de la hemolinfa.
Contrariamente a . lo que ocurre en contenido intestinal y en epitelio más contenido 
intestinal, en la hemolinffa se observa una ligera alcalinización, aunque no existe un 
comportamiento concreto (durante todo el periodo estudiado (veáse Figuras 11, 17 y 20). 
Tampoco se observa una pauta diferente entre larvas sensibles y resistentes. Esto parece 
lógico, puesto que la heimolinfa tiene mecanismos tampón capaces de contrarrestar estas 
ligeras variaciones de pHI con respecto a los controles, mecanismo eficaz a las dosis 
subletales empleadas. Esta 3interpretación ha sido propuesta anteriormente, en trabajos en los 
que se sometía a los insecttos a varias condiciones de estrés (Cohén y Pinto, 1977; Edney, 
1977; Cohén, 1978; Cohem y Patana, 1982).
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4.- CONCENTRACIÓN DE CATIONES INORGÁNICOS EN 
MUESTRAS DE INSECTOS EN CONDICIONES NORMALES.
4.1.- Contenido intestinal y epitelio más contenido intestinal.
La composición de los cationes inorgánicos del intestino medio es más o menos 
variable en función de la especie de insecto, del estadio larvario, del tipo de alimentación, 
etc. En general, el nivel de potasio del lumen intestinal es muy alto en especies fitófagas. En 
este trabajo se ha encontrado que el principal catión inorgánico del intestino y del epitelio 
más el contenido intestinal es el potasio, al igual que en otros fitófagos, como Hyalophora 
cecrvpia, Philosamia cynthia y Bombyx morí, siendo la de éstos 10, 8 y 3 veces superior, 
respectivamente, al de su hemolinfa (Harvey et a l , 1975; Giordana y Sacchi, 1978). 
Además, los mismos autores indican que la cantidad de magnesio del lumen intestinal es 
menor que el de la hemolinfa.
Por otro lado, medidas realizadas tomando únicamente el epitelio intestinal indican 
que el ion dominante es el potasio, seguido del magnesio, calcio y en último lugar el sodio 
(Harvey etal., 1975; Giordana y Sacchi, 1978). Por tanto, y puesto que estos datos indican 
que el epitelio intestinal también aporta los iones estudiados, cabría esperar que en muestras 
de epitelio más contenido intestinal habría mayores concentraciones de dichos iones que en 
muestras de contenido intestinal sólo. En el presente trabajo no se ha observado este hecho 
(véase Figuras 21 y 25).
En nuestras condiciones de trabajo los resultados muestran que el segundo catión 
en importancia es el calcio. Giordana y Sacchi (1978) en Philosamia cynthia y Bombyx 
morí, y Harvey y colaboradores (1975) en Hyalophora cecropia, proporcionan datos 
semejantes. A continuación le sigue el magnesio, con valores similares a los de los autores 
antes mencionados. Existen datos que indican que la absorción de magnesio se ve 
disminuida por el aumento de los niveles de calcio y viceversa, pero no se sabe si existe un 
sistema de transporte común para estos iones (Turunen, 1985).
El catión que se encuentra en menor proporción es el sodio, al igual que ocurre en 
otras especies de insectos (Harvey et al., 1975; Giordana y Sacchi, 1978).
La concentración de cationes inorgánicos en el intestino medio no es muy diferente 
entre las cepas sensible (CPN) y resistente (CP73), remarcando que la sensibilidad a B.t. no 
parece estar relacionada con la composición de cationes inorgánicos en el intestino (Weltens 
etal., 1991).
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4.2.- Hemolinfa.
El contenido hemolinfático de iones inorgánicos se mantiene, en parte, gracias al 
transporte activo y pasivo de iones a través del epitelio del intestino (Turunen, 1985).
Las fluctuaciones en la composición de la hemolinfa de diferentes insectos se debe a 
distintas condiciones y actividades: efectos ontogénicos, dieta, deshidratación, patrones de 
distribución en diferentes áreas del hemocele, estrés ocasionado por variaciones de 
temperatura, xenobióticos y enfermedades, etc. (Mullins, 1985).
El contenido iónico de la hemolinfa de las larvas objeto de estudio se encuentra 
dentro del rango hallado en otros lepidópteros como H. zea (Burton et al., 1972), S. exigua 
(Cohén y Patana, 1982), P. cynthia (Piek et al, 1973), A. premyi (Weevers, 1966), T. 
polyphemus (Carrington y Tenney, 1959) y B. morí (Huddart, 1966; Wareham et al., 
1975).
En algunos órdenes de insectos endopterigotas (Lepidoptera, Himenoptera y 
Coleóptera) las moléculas orgánicas juegan un papel más importante en el mantenimiento de 
los niveles osmóticos que los iones inorgánicos osmoefectores (Pannabecker et al., 1992), 
siendo, en general, los valores de magnesio y potasio más altos que los obtenidos para otros 
grupos de insectos (Lepidoptera), y el sodio muy bajo (Florkin y Jeuniaux, 1974).
Cualitativamente la composición hemolinfática de M. sexta y H. virescens es 
similar a la hallada por otros autores (Racioppi y Dahlman, 1980; Bindokas y Adams, 
1988), así como a la de otros lepidópteros como L. dispar (Pannabecker et a l, 1992), A. 
pemyi (Weevers, 1966), B. mori (Wyatt et a l, 1956), G. mellonella (Florkin y Jeuniaux, 
1974), H. zea (Burton et a l, 1972), H. cecropia (Jungreis et a l, 1973), P. brassicae 
(Natochin et al., 1988), P. eridania (Babers, 1938) o S. exigua (Cohén y Patana, 1982). Las 
concentraciones de los principales iones inorgánicos que componen la hemolinfa de las 
especies estudiadas en el presente trabajo son cuantitativamente similares a las de otros 
lepidópteros, como los mencionados anteriormente. Las pequeñas diferencias relativas 
existentes podrían deberse fundamentalmente a la amplia variedad de técnicas empleadas y al 
estado fisiológico del insecto, así como a influencias nutricionales y a diversos factores 
ambientales. En comparación a la sangre de vertebrados y a la hemolinfa de insectos de 
órdenes menos avanzados filogenéticamente, los electrolitos inorgánicos contribuyen poco a 
la concentración total de solutos (Mullins, 1985).
En Manduca sexta el catión predominante es el potasio y a continuación el magnesio 
(véase Figura 21). En otros insectos, como S. exigua en ayunas (Bindokas y Adams, 1988) 
y L  dispar (Pannabecker et al, 1992), la concentración de potasio ha sido superior que la de
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magnesio. En general, en la mayoría de insectos lepidópteros estudiados, el principal catión 
es; el magnesio seguido del potasio, calcio y sodio. Esto coincide con lo encontrado en las 
dos cepas de H. virescens, tanto en la sensible (CPN) como en la resistente (CP73) a la 
5-endotoxina (véase Figura 25). Además, estos resultados concuerdan con los obtenidos por 
Cohén y Patana (1982) en larvas de cuarto y quinto estadios de S. exigua. En cambio, 
Biindokas y Adams (1988) analizaron el contenido de aniones inorgánicos de la hemolinfa de
H. virescens y obtuvieron mayor cantidad de potasio que de magnesio. Estas variaciones 
poidrían ser debidas a diferencias en la dieta de las larvas, a la metodología empleada y/o al 
estadio larvario utilizado.
En lepidópteros los niveles de sodio son mucho más bajos que en otros grupos de 
insectos (Florkin y Jeuniaux, 1974), lo que concuerda con los resultados obtenidos en el 
presente trabajo.
La concentración de cationes inorgánicos en la hemolinfa de CPN y CP73 no es 
muy diferente, indicando, pues, que la sensibilidad a las 8-endotoxinas no parece estar 
estrictamente relacionada con la composición hemolinfática, al menos, de estos cationes.
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5.- EFECTO DE LAS 5-ENDOTOXINAS SOBRE LA 
CONCENTRACIÓN DE CATIONES INORGÁNICOS DEL CONTENIDO 
INTESTINAL, EPITELIO MÁS CONTENIDO INTESTINAL Y HEMOLINFA 
DE Manduca sexta Y Heliothis virescens.
5.1.- Contenido intestinal y epitelio más contenido intestinal.
Las 5-endotoxinas, una vez activadas, tienen un rápido efecto sobre las propiedades 
de transporte de iones del intestino medio de larvas de lepidópteros (Harvey y 
Wolfersberger, 1979; Gupta et al., 1985; Crawford y Harvey, 1988; Knowles y Dow, 
1993).
En la regulación iónica del intestino medio de insectos están implicadas las 
membranas apicales de las células caliciformes. Existe una ATPasa (del tipo de las 
vacuolares) ,que bombea activamente potasio hacia el lumen intestinal y está acoplada a un 
intercambiador de H7K+ que, como resultado, produce un flujo neto de potasio desde la 
hemolinfa hacia el lumen intestinal, y a su vez se crean diferencias de potencial eléctrico 
(Knowles y Dow, 1993).
En este trabajo se observa que, como consecuencia del tratamiento con CryIA(b) o 
CrylA(c), se produce una disminución en la concentración del catión potasio en el intestino 
de M. sexta y de prácticamente todas las cepas de H. virescens durante las primeras horas 
después de la exposición a la comida tratada (véase Figuras 22, 23, 26 y 30). Esto parece 
indicar que la toxina afecta al transporte de potasio y, por consiguiente, al de H+, con lo cual 
el potasio disminuirá y la concentración de hidrogeniones aumentará en el lumen intestinal. 
Esto está de acuerdo con los datos aportados por otros autores al analizar los resultados 
obtenidos como consecuencia de tratamientos similares a los realizados en este trabajo 
(English y Slatin, 1992; Gilí et al., 1992; Knowles y Dow, 1993).
Se ha determinado la concentración de magnesio, calcio y sodio para ver si el 
transporte de estos iones es un mecanismo de acción primario de las 5-endotoxinas. Ahora 
bien, no se ha encontrado ningún comportamiento concreto en ninguno de los iones 
estudiados (véase Figuras 22, 23, 27, 28, 29, 31, 32 y 33), indicando que la variabilidad 
observada como consecuencia del tratamiento es un efecto secundario de las toxinas y propia 
de los insectos, lo que coincide con los resultados de Fast y Morrison (1972).
5.2.- Hemolinfa.
Paralelamente a la disminución de iones potasio que ocurre en el intestino medio del 
insecto, se produce un aumento de este ion en la hemolinfa, durante las primeras horas
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estudiadas, en M. sexta y en todas las cepas de H. virescens, tanto sensible como 
resistentes, a consecuencia del tratamiento con CryIA(b) y CrylA(c) (véase Figuras 24 y 
34). En las últimas horas solamente la concentración de las cepas resistentes vuelve a la 
normalidad (véase Figura 34).
El mismo razonamiento utilizado para explicar los sucesos que ocurren en el 
inttestino medio, explicaría la variación de potasio observada en la hemolinfa. Así pues, si se 
alttera la actividad de la bomba H7K+ como consecuencia de las toxinas, disminuirá el flujo 
de potasio desde la hemolinfa hacia el lumen, con lo que la concentración de este ion 
inorgánico aumentará en la hemolinfa, por lo menos en las primeras horas estudiadas. Ahora 
bien, si las cepas resistentes tienen algún mecanismo que impide que el efecto de las toxinas 
duire mucho tiempo, deberá observarse una menor variación en la concentración de potasio 
qme deberá ocurrir más pronto o más tarde, en función del grado de resistencia (véase Figura 
34) (English y Slatin, 1992; Gilí et a l, 1992; Knowles y Dow, 1993). Se ha observado que 
las larvas resistentes recuperan los valores normales de potasio en la hemolinfa, pero no se 
ha encontrado una correlación entre el grado de resistencia y la variación en la concentración 
de potasio.
Los datos presentados en este trabajo concuerdan con los obtenidos en larvas de 
Papilio demoleus (Narayanan y Jayaraj, 1974) y Bombyx morí (Fast y Morrison, 1972). En 
general, el aumento de pH y de la concentración de potasio de la hemolinfa fue observado 
también por Heimpel y Angus (1959), Pendleton (1970), Fast y Donaghue (1971) y 
Nishiitsuji-Uwo y Endo (1980, 1981).
En cuanto a los otros cationes inorgánicos estudiados, no encontramos ninguna 
pauta concreta, y las variaciones observadas serían más bien efectos secundarios que se 
producirían como consecuencia del desequilibrio ocasionado por las toxinas, como proponen 
Ramakrishnan (1968), Pendleton (1970) y Fast y Morrison (1972).
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6.- ANÁLISIS DE ANIONES.
6.1.- Idoneidad del método analítico.
El análisis de los diferentes aniones se ha realizado en un cromatógrafo iónico 
equipado con diferentes elementos, tal y como se describe en Material y Métodos. La parte 
fundamental de dicho equipo es la columna analítica (SHIM-PACKIC-A1) cuyo relleno es 
un polímero orgánico (polimetacrilato de amonio cuaternario) de 12,5 Jim de tamaño de 
partícula. Este sistema cromatográfico había sido usado con anterioridad en la determinación 
de aniones en muestras biológicas (Olmos, 1992; Mongay et al., 1996).
Otros métodos analíticos, como electrodos de referencia, cromatografía de gases, 
cromatografía en papel, cromatografía de exclusión, etc. han sido usados principalmente 
para la determinación de cloruro y ácidos tricarboxílicos (Berbalk y Schier, 1956; Maitelli y 
Pires, 1962; Cohén y Patana, 1982; Pannabecker et al., 1992) de muestras hemolinfáticas de 
insectos. Sin embargo no se han podido determinar todos los aniones simultáneamente. Este 
problema se ha solucionado con el empleo del sistema cromatográñco descrito en este 
trabajo. Además, en los estudios antes mencionados se requería gran cantidad de muestra 
biológica. Bindokas y Adams (1988) y Pannabecker y colaboradores (1992) en H. virescens 
no pudieron determinar los contenidos de aniones en larvas de estadios tempranos (menores 
al último estadio larval) ni en larvas en ayuno, debido, probablemente, a la falta de suficiente 
cantidad de muestra.
Los avances en las técnicas de cromatografía iónica han permitido determinar tanto 
aniones orgánicos como inorgánicos en vinos (Mongay et al., 1996), usando un método 
simple que no requiere derivación o extracción de la muestra. En el presente trabajo se ha 
utilizado una columna de cromatografía iónica y un detector de conductividad similares a los 
empleados por Mongay y colaboradores (1996) y por Pastor y colaboradores (1997).
Ahora bien, una vez determinado qué método cromatográfico era el más adecuado, 
se ha buscado la fase móvil más apropiada. De los diferentes eluyentes empleados a 
diferentes pHs y distintas concentraciones, ha sido el ácido itálico 0,975 mM a pH 4,1 el 
que ha permitido detectar y separar los aniones inorgáncos de interés. Además, ha servido 
para determinar, simultáneamente a los aniones inorgánicos, aniones orgánicos como el 
succinato, malato y citrato. En general, las moléculas orgánicas tienen un papel importante 
como osmoefectores de la hemolinfa de los lepidópteros (Mullins, 1985) y, además, los 
ácidos carboxílicos y los fosfatos orgánicos, juegan un papel importante en el mantenimiento 
del equilibrio eléctrico, junto con los cationes inorgánicos (Pannabecker et al., 1992).
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Así pues, empleando las mismas condiciones cromatográficas, la misma fase 
estacionaria y la misma fase móvil que otros autores en otro tipo de muestras (Olmos, 1992; 
Mongay et al., 1996) se ha conseguido analizar los aniones inorgánicos y orgánicos de 
muestras de contenido intestinal, epitelio más contenido intestinal y hemolinfa de insectos.
6.2.- Calibración.
Se ha elegido el método de líneas de calibración para la cuantificación de aniones 
inorgánicos, pues en el trabajo de Mongay y colaboradores (1996), en el que se ha empleado 
el mismo eluyente y las mismas condiciones cromatográficas, el método de adición estándar 
origina un pico del sistema desproporcionado y con un tiempo de retención menor, 
produciendo errores de integración de los aniones, sobre todo del sulfato.
El coeficiente de correlación lineal y la sensibilidad de las líneas de calibración 
indican que la determinación cuantitativa de los aniones inorgánicos es fiable.
6.3.- Ensayos de recuperación.
Los resultados obtenidos al estudiar si el tratamiento de las muestras interfiere en 
los; resultados de la concentración de aniones han sido aceptables, puesto que en todos los 
casos la recuperación fue alta para todas las especies ensayadas (veáse Tabla XVII).
Todos los resultados obtenidos indican que la cromatografía de intercambio iónico 
y las condiciones cromatográficas empleadas son adecuadas para la determinación de aniones 
inorgánicos y orgánicos en estas muestras biológicas.
6.4.- Concentración de aniones inorgánicos en muestras de insectos 
en condiciones normales.
6.4.1. Contenido intestinal y epitelio más contenido intestinal.
El cloruro es el anión inorgánico dominante en el análisis de muestras de contenido 
intestinal, tanto en M. sexta como en ambas cepas de H. virescens (veáse Tablas XVm y 
XIX). Las concentraciones de cloruro en el contenido intestinal del presente trabajo son del 
mismo orden que los encontrados por Giordana y Sacchi (1978) en Philosamia cynthia y 
Bombyx mori.
El segundo anión en importancia relativa ha sido el fosfato y en último lugar el
sulfato.
En muestras de epitelio más contenido intestinal de M. sexta el orden de 
importancia relativa de los aniones inorgánicos ha sido cloruro, fosfato y sulfato. En este
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mismo tipo de muestras la proporción relativa de fosfato ha sido mayor en la cepa resistente 
que en la sensible de H. virescens, mientras que el cloruro es el dominante en la cepa 
sensible. Estos resultados indican que las células del epitelio intestinal de las larvas 
resistentes aportan mayor cantidad de fosfato inorgánico que el de las sensibles, aunque las 
diferencias no son significativas. Pueden observarse, además, diferencias específicas cuando 
se comparan los aniones inorgánicos en ambas especies. Todo ello indica que la sensibilidad 
o la resistencia a las 5-endotoxinas no está relacionada con la composición de aniones 
inorgánicos del intestino medio de los insectos, lo que a su vez está de acuerdo con los 
resultados de Weltens y colaboradores (1991).
6.4.2.- Hemolinfa.
De los aniones inorgánicos analizados, el cloruro fue el dominante y representa el 
87% en Manduca sexta y el 53 y 58% de la concentración molar total de los aniones 
inorgánicos en las cepas CPN y CP73, respectivamente, de H. virescens.
Las concentraciones de iones inorgánicos en la hemolinfa de M. sexta y H. 
virescens, y sus proporciones relativas, son similares a las encontradas en la hemolinfa de 
otros lepidópteros, como larvas de L. dispar (Pannabecker et a l, 1992), B. morí (Wyatt et 
al, 1956), P. eridania (Babers, 1938) y S. exigua (Cohén y Patana, 1982). Los iones que 
menos contribuyen a la concentración total de los aniones inorgánicos son el fosfato y el 
sulfato, al igual que en los trabajos mencionados anteriormente. En M. sexta la 
concentración de fosfato es menor que en ambas cepas de H. virescens, mientras que las 
concentraciones de sulfato, el anión menos representativo, son muy similares en ambas 
especies. Por tanto, el método de determinación empleado nos permite detectar variaciones 
específicas en el contenido de iones, como se ha descrito en otros insectos (Bindokas y 
Adams, 1988; Panabecker et al, 1992).
Además, puesto que las cepas de H. virescens no difieren en el contenido de 
aniones, ni en su composición, podemos volver a afirmar que la sensibilidad o resistencia a 
las 5-endotoxinas no parece estar estrictamente relacionada con la composición aniónica de la 
hemolinfa, como observaron Weltens y colaboradores (1991).
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6.5.- Efecto de las 5-endotoxinas sobre la concentración de aniones 
del contenido intestinal, epitelio más contenido intestinal y hemolinfa de 
Manduca sexta y Heliothis virescens.
Aunque existen datos que indican que los poros inducidos por las toxinas no son 
selectivos para el potasio (Wolfersberger, 1989; Hendrickx et al., 1990), se sabe que las 
toxinas inducen poros específicos a cationes, puesto que Slatin y colaboradores (1990) y 
English y colaboradores (1991) demostraron que la permeabilidad para los iones cargados 
negativamente, como el cloruro, no se incrementaba en vesículas de membrana de borde en 
cepillo de larvas de M. sexta. En el presente trabajo no se han encontrado variaciones claras 
en la concentración de ninguno de los aniones inorgánicos estudiados en contenido 
intestinal, epitelio más contenido intestinal y hemolinfa en ninguna de las especies y en 
ninguna de las cepas estudiadas, como consecuencia del tratamiento con 5-endotoxinas, lo 
que apoya la idea mantenida hasta ahora, relativa a la inexistencia de relación entre el 
contenido de aniones inórganicos de las muestras estudiadas en el presente trabajo y la 
sensibilidad o resistencia de los insectos a las 5-endotoxinas de B.t.
La metodología empleada en la determinación de aniones en las muestras utilizadas 
en el presente trabajo ha estado basada en aplicaciones anteriores (Mongay et al., 1996) y 
utilizada particularmente en otro tipo de muestras biológicas (Olmos, 1992). A pesar de las 
dificultades derivadas de la obtención y manipulación de cantidades muy pequeñas de 
muestra, el método ha permitido una gran reproducibilidad (véase Tabla XVI) unida a una 
buena fiabilidad (véase Tabla XVII), tanto en el caso de aniones inorgánicos como de los 
orgánicos. Todo ello, unido al hecho de que las concentraciones de aniones encontradas en 
las muestras de hemolinfa, salvando las diferencias interespecíficas, son semejantes a las 
descritas por Cohén y Patana (1982), Womersley y Platzer (1984a,b), Bindokas y Adams 
(1988) y Pannabecker y colaboradores (1992) utilizando otras metodologías, nos permite 
afirmar que el método utilizado en el presente estudio representa un avance en la metodología 
disponible para el análisis de aniones de muestras de insectos, y puede ser utilizado con 
ventaja en estos estudios.
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Conclusiones
1.- El pH del intestino medio de las larvas de Manduca sexta y Heliothis virescens es
alcalino y el de su hemolinfa es ligeramente ácido, presentando ambos niveles 
similares a los descritos para otras especies de lepidópteros.
2.- La ingestión del alimento provoca, a lo largo del tiempo, cambios en el pH,
concentración de los cationes y concentración de los aniones inorgánicos estudiados 
del intestino medio y de la hemolinfa, característicos de cada una de las especies 
investigadas.
3.- La ingesta de comida tratada con las 5-endotoxinas produce una acidificación notable
del intestino medio de los insectos estudiados. Esta acidificación persiste en las 
cepas sensibles a lo largo de todo el tiempo que dura el experimento.
4.- En las cepas resistentes la acidificación del contenido intestinal provocada por la
ingesta de las 5-endotoxinas, es similar a la que experimentan los individuos 
sensibles durante las primeras horas de estudio; pero a lo largo del tiempo los 
individuos resistentes son capaces de alcanzar los valores de pH de los controles.
5.- La concentración de iones potasio experimenta variaciones contrarias a las de pH en el
intestino medio de las larvas intoxicadas con las 5-endotoxinas. Las concentraciones 
de los cationes divalentes magnesio y calcio, y del monovalente sodio, no 
experimentan cambios definidos en el intestino medio de las larvas intoxicadas.
6.- El método de cromatografía iónica utilizado en este estudio permite la detección y
cuantificación simultáneas de los aniones inorgánicos cloruro, fosfato y sulfato, y 
de los aniones de los ácidos cítrico, málico y succínico.
7.- El método cromatográfico puesto a punto se puede aplicar a muestras biológicas, tales
como intestino medio y hemolinfa de insectos, comprobándose que, con el 
tratamiento previo de la muestra establecido, no se produce pérdida de eficacia de la 
columna, ni aún después de un centenar de inyecciones.
8.- Este método analítico permite detectar diferencias específicas en la concentración de
aniones del intestino medio y de la hemolinfa de las especies estudiadas.
9.- Las concentraciones de los aniones inorgánicos estudiados no experimentan
variaciones como consecuencia de la intoxicación con las 5-endotoxinas de B.t.
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10.- No existe ningún efecto claro de las 5-endotoxinas sobre el pH, concentración de los
cationes y de los aniones inorgánicos analizados de la hemolinfa de las larvas de las 
especies estudiadas a lo largo del tiempo que dura la experiencia.
11.- La resistencia a las 5-endotoxinas no parece estar relacionada con el pH, 
concentración de los cationes o de los aniones inorgánicos estudiados del contenido 
intestinal ni de la hemolinfa de las distintas cepas de Heliothis virescens.
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